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AER aerobno 
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KA krvni agar 
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RFU relativna fluorescentna enota 
SCH Schaedler agar 
SEP Staphylococcus epidermids 
TIO tioglikolatni bujon 
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Zaradi večje funkcionalnosti, dostopnosti in aktivnega načina življenja tudi v pozni 
starosti, se je potreba po umetnih sklepih v zadnjih desetletjih močno povečala. 
Znanstveniki ocenjujejo, da v ZDA za vstavitev umetnih kolenskih in kolčnih sklepov 
skupaj opravijo okoli 800 000 letno operacij letno (Lima in sod., 2013). Stroški menjave 
sklepov so ogromni, saj posamezna vstavitev kolenska sklepa stane pribl. 20 000 $, skupni 
stroški pa znašajo letno okoli 10 milijard $ (Cram in sod., 2012). Kurtz in sod. (2012) 
ocenjuje, da bo do leta 2030 v ZDA potreba po umetnih kolčnih sklepih narasla na 572 000 
operacij letno. Potreba po totalnih kolenskih operacijah pa naj bi narasla na 3 500 000 
letno. Prav bodo narasle tudi revizije kolčnih in kolenskih umetnih vsadkov. 
 
Zaenkrat ni podatkov, da bi se tovrstni trend lahko ustavil. V Sloveniji je letno opravljenih 
pribl. 3 500 artroplastik kolka in 2 200 artroplastik kolena. Ortopedske bolnišnice zaenkrat 
še obvladujejo potrebe po tovrstnih operacijah, za kar je zasluženo tudi skrajšanje čakalnih 
dob na najnižjo možno raven. Glede na demografsko gibanje, ki napoveduje staranje 
populacije, bodo potrebe po primarnih artoplastikah v naslednjih 40 letih narasle za vsaj 40  
% (pribl. 4 500 atroplastik kolka in 2 900 artoplastik kolena). To dejstvo bo v bližnji 
prihodnosti predstavljalo velik zdravstveni izziv in spremembe v zmogljivosti bolnišnic 
bodo za normalno obratovanje nujne (Mavčič, 2016). 
 
Sočasno s povečanim številom vstavitev umetnih sklepov, se povečuje tudi število 
zapletov, med katerimi so okužbe na prvem mestu po pomembnosti. Sir John Charnley, 
kirurg ortopedije, je leta 1979 preroško napovedal, da bo »sepsa sklepov glavna ovira 
ortopedov v prihodnosti« (Adeli in sod., 2011). Nedavne študije kažejo, da se v 0,7  % do 
12  % primerih artroplastik sklepov, razvije okužba ortopedskih vsadkov (OOV). Med 
letoma 2001 in 2009 se je stopnja OOV v ZDA zvišala iz 1,99 na 2,18  % pri kolenskih in 
iz 2,05 na 2,18  % pri kolčnih artroplastikah (Kurtz in sod., 2012). V Skandinavskem 
združenju registrov artroplastik (NARA) so podobno kot v ZDA ugotovili povečanje OOV 
pri kolčnih artroplastikah. Njihova pojavnost je zrasla iz 0,46  % med letoma 1995 in 1999, 
na 0,71  % v obdobju med letoma 2005 in 2009 (Dale in sod., 2012). Nasprotno pa v študiji 
manjšega vzorca, kjer so pregledali 75 primerov OOV pri kolčnih artroplastikah med 
letoma 1969 in 2007, niso opazili povečanja pojavnosti okužb (Tsaras in sod., 2012). Kljub 
vsemu, OOV predstavljajo velik zdravstveni in ekonomski problem. Pri totalni kolenski 
artroplastiki je OOV prvi vzrok za neuspeh operacije, pri totalni kolčni artroplastiki pa je 
na tretjem mestu. Poleg potrebe po reoperaciji in dolgotrajnem antibiotičnem zdravljenju 
lahko OOV vodi tudi v življensko nevarna stanja, kot so bakteriemija, sepsa in septični šok 
(Adeli in sod., 2011; Zmistowski in sod., 2013). 
 
Približno 80  % vseh oblik OOV povzročajo bakterije, ki tvorijo biofilm (Esposito in sod., 
2015). Sestavljajo ga bakterije obdane z zunajceličnim matriksom, kar jim omogoča 
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pritrditev, izmikanje imunskumu odgovoru gostitelja in odpornost na odstranitev. Znotraj 
biofilma so bakterije manj metabolno aktivne, inaktivirajo tvorbo proteinov, povečajo 
odpornost proti imunskemu sistemu gostitelja in odpornost proti antibiotikom. (Qu in sod., 
2014). Staphylococcus aureus in koagulaza-negativni stafilokoki so do nedavnega veljali 
za glavne povzročitelje OOV (Esposito in sod., 2015).  
 
V zadnjih letih vedno večji pomen pri OOV dobiva Cutibacterium acnes. Fakultativno 
anaerobna bakterija je sicer bolj znana pri patogenezi aken (Beylot in sod., 2014) in je eden 
glavnih mikroorganizmov normalne človeške kožne flore, ustne votline, 
gastrointestinalnega in urogenitalnega trakta (Grice in sod., 2009). V novejših študijah jo 
povezujejo tudi z okužbami ramenskih (Piggott in sod., 2015), kolenskih in kolčnih 
vsadkov (Jacobs in sod., 2016). Poleg tega igra C. acnes pomembno vlogo pri okužbah v 
nevrokirurgiji in (Conen in sod., 2017) kardiovaskularni kirurgiji (El Rafei in sod., 2016). 
 
O njeni pomembnosti v etiologiji OOV pa dvomijo v več raziskavah, kjer trdijo, da je 
prisotnost C. acnes v kliničnih kužninah največkrat posledica kontaminacije iz kožne 
mikrobiote bolnika. Glavni vir kontaminacije naj bi bilo podkožje, od koder se C. acnes 
lahko prenese z instrumenti na druge kirurške pripomočke in na koncu na vzorec tkiva 
(Falconer in sod., 2016). Lavergne in sod. (2017) so v študiji C. acnes šteli za 
povzročitelja, če je bila bakterija prisotna v vsaj 2 intraoperativnih vzorcih tkiva, oz. 1, če 
sta ortopedski kirurg in infektolog skupaj potrdila okužbo. Zaključujejo, da polovica 
pozitivnih kultur C. acnes ni bila diagnostično pomemnih, saj bi morala biti klinična slika 
bolnika z domnevno pravo okužbo slabša. Kako ločiti kontaminacijo vzorca od okužbe 
vsadka s C. acnes še vedno ostaja odprto vprašanje. Diagnozo OOV dodatno otežujejo 
nasprotujoči si rezultati med tradicionalnimi kultivacijskimi metodami in sekvenciranjem 
naslednje generacije (Namdari in sod., 2019).  
 
V študiji Holmberg in sod. (2009) so klinični izolati C. acnes tvorili bistveno več biofilma 
kot izolati zdravih oseb. S tem so pokazali, da je biofilm eden izmed ključnih virulentnih 
dejavnikov za nastanek okužbe s C. acnes. Za dokaz nastanka biofilma uporabljamo 
različne pristope: (i) kultivacijske metode, (ii) mikroskopske metode in (iii) pristope 
sistemske biologije (Franklin in sod., 2016).  
 
Model mikrotitrske ploščice (MTP) je najbolj uporabljena metoda za karakterizacijo 
biofilma, ki se je izkazala za zanesljivo in ponovljivo, z možnostjo testiranja velikega 
števila vzorcev naenkrat. Bakterije kultiviramo v vdolbinicah, kjer se pritrdijo na podlago 
in tvorijo biofilm, medtem ko nevezane bakterije s spiranjem odstranimo. Nastali biofilm 
nato barvamo s specifičnim barvilom in spektrofotometrično določimo npr. celokupno 
biomaso, viabilnost celic itd. (Pantanella in sod., 2013). 
 
3 
Černe M. Fenotipska karakterizacija biofilma Cutibacterium acnes iz okuženih ortopedskih vsadkov. 




Z metodo MTP so tvorbo biofilma uspešno potrdili pri različnih klinično pomembnih 
bakterijah in tudi pri C. acnes (Holmberg in sod., 2009; Kuehnast in sod., 2018; Okuda in 
sod., 2018). Ker slednja lastnost bakterij velja za pomemben virulentni dejavnik, je 
zgodnja in zanesljiva diagnoza nujno potrebna za zdravljenje pacientov z OOV. 
1.1 CILJI 
 Optimizirati in vitro metodo detekcije adhezije bakterij-začetka tvorbe biofilma v 
mikrotitrski plošči za kvantifikacijo tvorbe biofilma bakterije C. acnes, 
 
 kvantitativno opredeliti sposobnost adhezije pri (n=54) izolatih bakterije C. acnes 
iz okužb povezanih z ortopedskimi vsadki, 
 
 ugotoviti korelacijo med in vitro sposobnostjo adhezije in mikrobiološkimi kriteriji 
za interpretacijo klinične pomembnosti povzročitelja. 
1.2 HIPOTEZE 
 Na adhezijo C. acnes vplivajo izbira proizvajalca mikrotitrske ploščice, gojišča v 
katerem bakterije kultiviramo, čas in pogoji inkubacije. 
 
 Test v mikrotitrski ploščici je ponovljiv in primeren za testiranje velikih zbirk 
izolatov. 
 
 Sevi C. acnes se razlikujejo po sposobnosti adhezije. 
 
 Sposobnost adhezije celic, ki je začetna faza v tvorbi biofilma, nakazuje virulentni 
potencial seva bakterije. 
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2 PREGLED OBJAV 
2.1 OKUŽBE ORTOPEDSKIH VSADKOV 
Nova tehnološka odkritja in napredna obdelava materialov so prinesli nove aplikacije tudi 
v medicini. Mobilnost ljudi je bila v zgodovini vedno izrednega pomena, kar dokazujejo 
mnoga izkopavanja, ki kažejo na različne načine reševanja poškodb skeletnega sistema 
človeka že od starodavnih časov. O razlikah med zvinom in zlomom je pisal že Hipokrat. 
Medicinske posege v sklepe in kosti so v zgodovini pogosto spremljale okužbe, ki so bile 
večkrat tudi smrtne. Prvi principi zdravljenja zlomov kosti so se pojavili v 18. in 19. 
stoletju. Zaradi okornih in funkcionalno omejenih instrumentov so operacije imele zelo 
kratkotrajne uspehe. To je bil čas, ko so se pojavili tudi prvi umetni sklepni vsadki. Leta 
1890 je bila v Berlinu izvedena prva implantacija kolenskega vsadka, naslednje leto pa ji je 
sledila še implantacija prvega kolčnega vsadka. Obe operaciji je izvedel prof. Themistocles 
Glück, ki je tudi prvi uvedel pojem artroplastika (zamenjava poškodovanega sklepa z 
vsadkom). Vsadek je sestavljala glava iz slonovine, ki je bila s ploščo iz niklja in vijaki 
pritrjena na kost. Ker so bili prvi vsadki iz bioloških materialov, je bila tudi njihova 
življenjska doba kratka (do nekaj let). V veliki večini pa so bili taki posegi neuspešni. 
Primarni razlog za to so bile okužbe, zaradi nezagotavljanja aseptičnih pogojev med 
operacijo. Prvi sodobni vsadki so se začeli pojavljati v drugi polovici 20. stoletja. Od 
prvotnih so se razlikovali po uporabi umetnih materialov namesto bioloških, načinu 
implantacije, dizajnu, manj invazivnemu posegu in boljši funkcionalnosti sklepa (Trebše in 
sod., 2012). 
 
Zaenkrat nimamo enotne definicije OOV ali »zlatega standarda«, ki bi opisal diagnostični 
kriterije OOV. Definicije se razlikujejo med inštitucijami in državami, upoštevani kriteriji 
za diagnostiko pa večinoma ne temeljijo na dobrih kliničnih študijah. Zaradi tega se je leta 
2013 v Filadelfiji (ZDA) zbrala delovna skupina 400 strokovnjakov iz 52 držav in preko 
130 združenj, zbrana pod imenom »Muscoskeletal Infection Society« (Mišičnoskeletno 
združenje za okužbe op. p., MSIS), in predlagala novo definicijo OOV (Preglednica 1). 
Kljub prisotnosti OOV se lahko zgodi, da nekaj od zgoraj prikazanih kriterijev ni 
izpolnjenih. To velja predvsem za okužbe, ki jih povzročajo bakterije z nizko stopnjo 
virulence, med katere spadajo tudi okužbe s C. acnes. Vseeno pa so lahko zdravniki 
prepričani v svojo presojo, če sledijo definiciji OOV in temu primerno tudi prilagodijo 
zdravljenje. Skupna definicija OOV bi tudi omogočala primerjave med študijami, s 
končnim ciljem še izboljšati diagnostiko in zdravljenje OOV (Parvizi in sod., 2011, 2014). 
  
5 
Černe M. Fenotipska karakterizacija biofilma Cutibacterium acnes iz okuženih ortopedskih vsadkov. 




Preglednica 1: Definicija okužbe ortopedskega vsadka glede na kriterije mednarodne skupine MSIS (Parvizi 
in sod., 2014). 
Okužba ortopedskega vsadka (OOV) je potrjena kadar je prisoten en glavni kriterij ali trije od petih  
pomožnih kriterijev 
Glavni kriteriji (1)  fistula, povezana s sklepom 
 2 pozitivni periprotetični kulturi s fenotipsko identičnimi povzročitelji 
 
Pomožni kriteriji (3/5)  povišan C-reaktivni protein (CRP) IN hitrost sedimentacije eritrocitov 
(SR) 
 povišana koncentracija levkocitov v sinovialni tekočini ALI ++ 
sprememba na traku levkocitno-esteraznega testa 
 povišan delež polimorfonuklearnih nevtrofilcev v sinovialni tekočini 
(PMN %) 
 pozitivna histološka analiza periprotetičnega tkiva 
 ena pozitivna periprotetična kultura 
 
OOV je vseeno lahko prisotna tudi brez doseganja zgornjih kriterijev. To še posebno velja za manj 
virulentne povzročitelje, kot je npr. C. acnes. Zdravniki so s tem le pozvani, da testirajo njihovo presojo 
pri diagnozi OOV. 
Za zdravljenje kroničnih OOV v Severni Ameriki največkrat uporabljajo (i) dvostopenjsko 
menjavo vsadka. Ta način zdravljenja zajema odstranitev vsadka in vstavitev cementnega 
distančnika (»spacerja«), impregniranega z antibiotiki (prva operacija). Ko je okužba 
pozdravljena in tkivo zaceljeno, se vsadek pacientu ponovno vsadi (druga operacija). Na 
podlagi klinične ocene tveganja in laboratorijskih analiz, se lahko odločimo tudi za (ii) 
menjavo proteze v eni stopnji, (iii) ohranitev proteze z odstranitvijo okuženega tkiva in 
terapijo z antbiotiki, ki delujejo proti biofilmu ali (iv) trajno supresijo okužbe z antibiotiki. 
V Evropi se pogosteje uporablja enostopenjska menjava ali ohranitev vsadka. Številni 
invazivni kirurški posegi, dolgotrajno bivanje v bolnišnici in jemanje sistemskih 
antibiotikov za zdravljenje OOV lahko vplivajo tudi na pričakovano življenjsko dobo. 
Hkrati s predvidenim naraščajočim številom operacij, pričakujemo tudi naraščanje števila 
OOV. Za podaljšanje pričakovane življenjske dobe bolnikov in kvalitete življenja, nujno 
potrebujemo celostno razumevanje poteka okužbe sklepnih protez (Adeli in sod., 2011; 
Zmistowski in sod., 2013). Nove strategije zdravljenja temeljijo na (i) izboljšanju 
učinkovitosti že obstoječih metod kot so boljši dostavni sistemi in učinkovitost delovanja 
antibiotikov in (ii) uporaba popolnoma novih pristopov k zdravljenju v obliki 
imunoterapije, nanodelcev, litičnih bakteriofagov, fotodinamične terapije, novih 
protimikrobnih peptidov in antibiotikov (Taha in sod., 2018). 
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2.2 DEJAVNIKI TVEGANJA IN KLINIČNI ZNAKI 
Dejavnike tveganja za nastanek OOV delimo na kirurške in bolnikove. Kirurški dejavniki 
vključujejo lokalizacijo artroplastike, ali gre za primarni ali revizijski poseg, komplikacije 
povezane s stanji mehkih tkiv in možnost subkliničnih okužb v čas artroplastike, ki so 
povezani s preteklo okužbo (Berbari in sod., 1998). Tečajni kolenski vsadki tipa kovina na 
kovino naj bi bili bolj dovzetni za razvoj OOV kakor vsadki tipa kovina na plastiko (Poss 
in sod., 1984). Visoko tveganje predstavlja tudi podaljšan čas operacije, ki po nekaterih 
podatkih predstavlja 9 % povečanje tveganja za vsakih 15 min podaljšanja (Namba in sod., 
2013). Debelost je pomemben bolnikov dejavnik tveganja za nastanek OOV in je bila 
dokazana v več študijah (Pullido in sod., 2010; Namba in sod., 2013). Kot kriterij za 
debelost največkrat uporabimo indeks telesne mase (ITM) z mejo 35. Povečan ITM 
običajno pomeni prisotnost drugih bolezni in podaljanje časa operacije (Liabaud in sod., 
2013). Dejavnik tveganja za nastanek OOV je tudi ITM manj od 25, kjer lahko pride do 
zmanjšanih zalog hranilnih snovi, imunosupresije ali določenih drugih bolezenskih stanj 
(Berbari in sod., 2012). Drugi dejavniki tveganja so še diabetes, rak in kronična ledvična 
bolezen. Dodatni specifični dejavniki, ki bi jih bilo potrebno bolj raziskati, vključujejo 
pojavnost limfedema, imunosupresije, zgodovino oslabljenega celjenja ran in kajenje 
(Pullido in sod., 2010; Kunotsur in sod., 2016). Tveganje za pojav OOV je povečano tudi, 
če so v času prve operacije prisotne kakršnekoli okužbe. Izvor OOV so lahko bakterije, ki 
vdrejo na mesto vsadka preko operacijske rane, lahko pa so izvor tudi bakterije, ki na 
mesto vsadka pridejo preko širjenja s krvjo iz drugi mest okužbe. Bakteriemija ali sepsa sta 
znana dejavnika tveganja za razvoj OOV, še posebno pri stafilokoknih okužbah, kjer je 
verjetnost za razširitev na umetni sklep med 25 in 34 % (Murdoch in sod., 2001; Makki in 
sod., 2017).  
 
Klinična slika OOV je odvisna od virulenčnosti organizma, načina in čas razvoja okužbe, 
imunskega odziva gostitelja, mehkega tkiva, ki obdaja sklep in samega sklepa. Simptomi 
in znaki okužbe so lahko akutne (huda bolečina, otekanje ali sklepni izliv, eritem ali 
toplina okoli sklepa, vročina) ali kronične narave (postopna bolečina, nastanek fistule, 
dreniranje gnojne vsebine). Prav pojav fistule velja za nedvoumen dokaz OOV (Pozo in 
Patel, 2009; Osmon in sod., 2013). Kadar kirurg pri pregledu bolnika v odsevu vsadka 
opazi svoj obraz (= »znak ogledala«), je to nedvoumno posledica OOV.  
 
Obstaja več klasifikacijskih shem OOV. Dandanes še vedno najpogosteje uporabljamo 
shemo, ki jo je predlagal Fitzgerald in sod. (1977). Temelji na času pojava okužbe od 
dneva prvotne operacije. Tako delimo OOV na zgodnje, odložene in pozne okužbe. 
Zgodnje se pojavijo do 3 mesece po posegu in so največkrat posledica intraoperativne 
kontaminacije. Povzročajo jih relativno visoko virulentne bakterije (npr. S. aureus, Gram 
negativni bacili). Odložene okužbe se pojavijo v obdobju med 3 in 24 mesecem. Tudi te 
okužbe povečini nastanejo v času operacije, vendar jih povzročajo nizko virulentne 
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bakterije (npr. S. epidermidis, C. acnes in druge). Okužbe, ki nastanejo po več kot dveh 
letih od prvotne operacije so pozne in so večinoma posledica hematogenega razsoja iz 
drugih predelov človeškega telesa. Največkrat gre za okužbe iz področja ustne votline in 
zob (S. viridans), kože (S. aureus, C. acnes, streptokoki), črevesja, sečil ali pljuč.  
2.3 VLOGA BIOFILMA 
Kolonizacija vsadka z bakterijami se lahko zgodi v času implantacije z bakterijami iz 
okolice ali kasneje z bakterijami, ki na mesto vsadka pridejo po krvi (hematogeno 
zasevanje). Kost v neposredni okolici vsadka je zaradi mehanskega pritiska slabše 
prekrvljena, zato je v tem predelu moten dostop celic imunskega sistema in antibiotikov. 
Tudi to med drugim pripomore k dejstvu, da je lahko inokulum bakterij, ki je potreben za 
nastanek okužbe, relativno majhen. Minimalni enkratni inokulum bakterije S. aureus, ki je 
potreben za okužbo v zajčjem modelu kolčne hemiartroplastike znaša <10
2
 CFU. Brez 
prisotnosti vsadka minimalni inokulum znaša 10
4
 CFU (Southwood in sod., 1985). Novejši 
podatki kažejo, da je za nastanek okužbe vsadka dovolj manj kot 10
5
 CFU/gram tkiva in je 
številka odvisna predvsem od vrste bakterije (Williams in Costerton, 2011). Po inokulaciji 
in celični adheziji, je naslednji korak v patogenezi razvoj biofilma. Pri biofilmu gre za 
agregacijo mikrobnih celic ene ali več bakterijskih vrst, ki se pritrdi na podlago biotskega 
ali abiotskega izvora in se obda z zunajceličnim matriksom (O’Neill in sod., 2008). Pri 
biofilmu gre za enega izmed najbolj uspešnih in razširjenih načinov preživetja bakterij 
(Stoodley in sod., 2002). Kljub počasni rasti, je celična aktivnost bakterij znotraj biofilma 
visoka, kar se kaže v produkciji matriksa, medcelični komunikaciji in gibanju celic. 
Biofilm se zaradi tega večkrat primerja z večceličnimi organizmi, kjer prihaja do 
specializacije celic (Aguilar in sod., 2007). So tudi mesta, kjer prihaja do intenzivnega 
tekmovanja med bakterijami za prostor in hranila, ob tem pa v okolico lahko izločajo 
različne toksine (Basler in Ho, 2013). Vsi višji organizmi, tudi ljudje, smo kolonizirani z 
mikroorganizmi, ki tvorijo biofilm (De Vos, 2015). To ima tudi znatni medicinski pomen 
za človeka, saj ocenjujejo da je vsaj 65 % vseh človeških okužb povezanih z biofilmom 
(Williams in Costerton, 2011). Komponente ortopedskih vsadkov kot so nerjaveče jeklo, 
titan in njegove zlitine, krom-kobalt, različni polimerni biomateriali (polietilen, 
hidroksiapatit, keramika, itd.), polimetilmetakrilat (PMMA) so prav tako dovzetne podlage 
za formacijo biofilma (Rocheford in sod., 2012). Biofilmski matriks sestavljajo 
eksopolisaharidi (EPS), proteini, lipidi, teihojska kislina in ekstracelularna DNA. (Arciola 
in sod., 2012). V študiji Kristian in sod. (2008) so dokazali, da ko se celice S. epidermidis 
obdajo z EPS matriksom, jih nevtrofilni granulociti težje uničijo in inducirajo več 
komplementa C3a kakor za planktonične celice. Antibiotiki so proti biofilmu slabo 
učinkoviti. Med razlogi največkrat navajajo počasno rastoče ali nerastoče celice znotraj 
biofilma, prisotnost subpopulacij z različno odpornostjo na antibiotike in prekomerno 
izražanje genov na stresne razmere v gostitelju. Vse to prispeva, da je zdravljenje biofilma 
z antibiotiki zelo težavno, če ne skoraj nemogoče (O’Toole, 2002). V študiji Sretenović in 
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sod. (2017) so dokazali povezovanje celic tudi v tekočem mediju, kar bi lahko v 
prihodnosti dalo nov pogled na tvorbo biofilma, njegovo delovanje in uporabo 
antibiotikov. Kljub mnenju večine, da je biofilm pomemben virulentni dejavnik pri 
okužbah, v zadnjih letih nekatere raziskave kažejo tudi drugačno sliko. Korelacije med 
produkcijo biofilma in slabim kliničnim izidom pri bakteriemiji povzročeni s S. aureus v 
študiji Guembe in sod. (2018), za razliko od večine študij, niso dokazali. 
 
Tvorbo biofilma na ortopedskih vsadkih lahko opišemo kot 4-stopenjski proces: (1) 
adhezija celic, (2) agregacija celic, (3) dozorevanje biofilma in (4) razpršitev biofilma: 
 
1. Adhezija celic: Proces se začne po nekaj sekundah od izpostavitve in lahko traja do 
približno 2 uri (O’Neill in sod., 2008). Celice se v tem času vežejo na vsadek z 
nespecifičnimi šibkimi vezmi kot so elektrostatske, hidrofobne in Van der Waalsove sile 
(Arciola in sod., 2012). Kmalu po implantaciji se gostiteljevi proteini kot so fibrinogen, 
fibronektin in vitronektin absorbirajo na površino vsadka in okoli tvorijo film. Nastalo 
stanje še dodatno pospeši vezavo celic, saj omogoči proteinske interakcije gostitelj-
bakterija (Rocheford in sod., 2012). Zgodnji biofilm sestoji iz proteinov, elektrolitov in 
nekaj še neidentificiranih molekul (Bernier in sod., 2003). Pri S. epidermidis je začetna 
vezava celic verjetno povezana z avtolizinom AtlE, nadaljna tvorba biofilma pa s 
proteinom Bap (Heilmann in sod., 1997; Tormo in sod., 2005). 
 
2. Agregacija celic: Adhezija in proliferacija bakterijskih celic v več plasteh na inertni 
podlagi vodi v tvorbo stabilne mikrokolonije. Tako organizirane strukture začnejo 
proizvajati gradnike za ekstracelularni polisaharidni matriks, s katerim se celice obdajo. 
Proliferacija celic znotraj večplastnih skupkov naprej vodi v visoko gostoto celic in razvoj 
makrokolonij (Hoiby in sod., 2011). Na potek tega procesa vplivajo mikrobne površinske 
komponente, ki prepoznajo adhezivne molekule matriksa (»MSCRAMMs«) in 
polisaharidni intracelularni adhezin (»PIA«) (Speziale in sod., 2009).  
 
3. Dozorevanje biofilma: Znotraj EPS matriksa začnejo potekati medcelične interakcije 
oz. zaznavanje celične gostote (»quorum sensing«). Da doseže biofilm polno zrelost, se 
morajo zgoditi marsikatere fiziološke spremembe, ki se odražajo v EPS, pilih in flagelih. 
Pri biofilmu bakterije S. aureus je eden izmed pomembnih regulatorjev tvorbe biofilma 
akcesorni genetski regulator (Agr) »quorum sensing« sistema. Agr regulira tvorbo 
virulentnih dejavnikov, ki okrepijo pritrditev bakterije na podlago, da bi se izognili 
imunskemu sistemu gostitelja in dejavnikom, ki povzročajo apoptozo gostiteljevih celic. 
Signalizacija med celicami igra pomembno vlogo tudi pri odstopanju biofilma s podlage 
(Lee in sod., 2011; Periasamy in sod., 2012). Z aktivacijo aciliranih homoserinskih 
laktonov (AHL) je dosežena komunikacija med celicami po Gramu negativnih bakterij. 
Akumulacija le-teh v razvijajočem se biofilmu vpliva na transformacijo celic iz 
planktonskega fenotipa v biofilmski fenotip (McLean in sod., 2005). Ko biofilm doseže 
9 
Černe M. Fenotipska karakterizacija biofilma Cutibacterium acnes iz okuženih ortopedskih vsadkov. 




kritično maso, se začnejo iz njegove površine odcepljati posamezne celice, ki naseljujejo 
druge površine, kjer lahko tvorijo nov biofilm ali pa odmrejo zaradi pomanjkanja hranil, 
nizkega pH in previsoke koncentracije odpadnih produktov (Dunne, 2002). Na tej stopnji 
je dosegel biofilm polno zrelost in bakterije se pripravljajo za kolonizacijo drugih površin.  
  
4. Razpršitev biofilma: Zadnja stopnja v razvoju biofilma je njegovo odstopanje in 
razpršitev na nove lokacije. Ta korak je nujen za bakterijo, saj bi na stari lokaciji zaradi 
pomanjkanja hranil sčasoma prišlo do strmega upada populacije, če bi tok novih hranil 
postal prenizek. Gre za visoko reguliran proces, saj na spremembo fenotipa celic vpliva 
zaznavanje okoljskih dejavnikov in njihovo prevajanje skozi kompleksno regulatorno 
mrežo do efektorjev. Ti določajo ali se bodo od zrelega biofilma odcepile posamezne 
planktonične celice ali kar celotni celični agregati (Petrova in Sauer, 2016). 
 
Bakterijski biofilm lahko kolonizira površino ortopedskih vsadkov in tkiva, ki jih obdajajo. 
OOV vodijo v uničenje tkiva, okvaro vsadka in sistematično razširjanje patogena, kar 
lahko vodi v resno bolezensko stanje in v nekaterih primerih povzroči tudi smrt bolnika. 
Navadna terapija z antibiotiki okužbo le zavre, pozdraviti pa je ne more. Zato je 
zdravljenje OOV vedno sestavljeno iz najmanj dveh modalitet: (i) kirurškega zdravljenja, 
kjer odstranimo večino biofilma in okužen umetni materijal in (ii) antibiotičnega 
zdravljenja, ki delujejo proti preostanku bakterij v biofilmu (npr. rifampicin). 
2.4 BAKTERIJSKI POVZROČITELJI 
Glavne bakterije, ki proizvajajo biofilm na vsadkih so po Gramu pozitivne bakterije (S. 
aureus, koagulazno negativni stafilokoki (KNS), Streptococcus spp., Enterococcus spp.) 
po Gramu negativne (Pseudomonas aeruginosa, Enterobacteriaceae), anaerobi 
(Finegoldia magna, Micromonas micra, C. acnes, Clostridium spp.) in glive (Candida 
spp.) (Lalremruata, 2015). Med njimi so najpogostejši KNS (30-43 %), S. aureus (12-23 
%), streptokoki (9-10 %), enterokoki (3-7 %), po Gramu negativne bakterije (3-6 %) in 
anaerobi (2-4 %) (Pandey in sod., 2000). Novejša študija Tande in Patel (2014) je zbrala 
podatke 14 večjih študij iz različnih držav in z različnimi kirurškimi posegi. Iz podatkov o 
2435 bolnikih s kolensko oz. kolčno protezo, so opazovali okužbe v vseh časovnih 
obdobjih (zgodnja, odložena in pozna okužba). Pričakovano je bilo največ okužb s S. 
aureus in KNS (54 %). S streptokoki je bilo okuženih 8 %, z enterokoki 3 %, z aerobnimi 
po Gramu negativnimi bacili 9 %, z anaerobi 4 % pacientov. Z glivami je bilo okuženih 
manj kot 1 % bolnikov. Polimikrobnih okužb je bilo 15 % in negativnih kultur 14 %. V 
dveh izmed 14 omenjenih študijah se je delež negativnih kultur gibal med 5 in 34 %. 
Razlogi za tako spremenljiv delež so lahko kontaminacija kultur, različna razlaga pozitivne 
kulture, ostanek preoperativnih antibiotikov v krvi in različno število vzorcev za diagnozo. 
Okužb s C. acnes je bilo pričakovano malo, pri čemer rezultati kažejo, da bakterija večkrat 
kolonizira kolčne kakor kolenske vsadke. V 8 študijah s 199 pacienti, kjer so opazovali 
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izključno okužbe ramenskih vsadkov, je bil delež C. acnes znatno višji (24 %) (Tande in 
Patel, 2014). 
 Cutibacterium acnes  2.4.1
Cutibacterium acnes (prej Propionibacterium acnes) je po Gramu pozitivna anaerobna 
bakterija. Nekateri jo, zaradi njene rasti v aerobnih pogojih, uvrščajo med fakultativne 
anaerobe. Je eden glavnih bakterij človeške kožne flore, ustne votline, gastrointestinalnega 
in urogenitalnega trakta (Grice in sod., 2009). Čeprav vrsta navadno ni patogena, 
priložnostno lahko povzroča različne okužbe in obolenja. Povezujejo jo z invazivnimi 
okužbami kože (akne, folikulitis), mehkih tkiv, kardiovaskularnega sistema in notranjih 
organov (Cogen in sod., 2008). Trenutno C. acnes delimo naslednje filogenetske skupine 
(filotipe): IA1, IA2, IB, IC, II in III. Ker znanstvene skupine po svetu uporabljajo različne 
metode za molekularno tipizacijo, Dagnelie in sod. (2018) predlagajo, da se uporabo metod 
v študijah poenoti.  
 
Vedno večji pomen C. acnes pripisujejo tudi pri nastanku OOV. Rezultati več študij 
kažejo, da je C. acnes odgovorna za večje število primerov OOV kot je bilo do sedaj 
sprejeto. Na prvem mestu po številu postoperativnih okužb je rama, sledijo pa ji okužbe 
kolka in redkeje kolena. Pri okužbah povezanih z ramenskimi vsadki, je bila C. acnes drugi 
najpomembnejši patogen, takoj za S. aureus (Hahn in sod., 2005; Kanafani in sod., 2009; 
Wang in sod., 2013; Tebruegge in sod., 2015; Riegel in sod., 2018). Da je C. acnes 
pomemben dejavnik v okužbah ramenskih vsadkov kažejo rezultati več študij, kjer je bila 
splošna stopnja okužbe med 0,9 in 1,9 % (Achermann in sod., 2014).  
 
Čeprav število OOV konstantno narašča, je na voljo le malo informacij o diagnostiki in 
zdravljenju okužb s C. acnes. Počasna rast in nizki virulentni potencial bakterije otežujeta 
prikaz specifičnih simptomov in znakov okužbe (Dodson in sod., 2010), ki lahko nastanejo 
v širokem razponu od 2 mesecev do 15 let po implantaciji vsadka. Potrditev okužbe traja v 
povprečju še dodatnih 17 mesecev in se v nekaterih primerih zavleče celo do 5 let. 60  % 
bolnikov je poročalo o nespecifičnih znakih kot je kronična bolečina, zatekanje, sklepni 
izliv ali zmanjšana mobilnost že od primarne implantacije. Zaradi tega je težko razločevati 
med »normalno« bolečino v umetnem sklepu oz. omejeno mobilnostjo po posegu in nizko 
stopnjo okužbe. Moški so glede na rezultate študij bolj dovzetni za okužbe s C. acens 
kakor ženske. (Kanafani in sod., 2009; Wang in sod., 2013; Rienmüller in Borens, 2016). 
Dobrega diagnostičnega protokola z visoko občutljivostjo in specifičnostjo za tovrstne 
okužbe žal še ne poznamo (Bauer in sod., 2006).  
 
Ob vstopu v telo bakterija C. acnes inducira vnetni odziv in pozitivno regulacijo ekspresije 
IL-1β v človeških monocitih. V študiji Qin in sod. (2014) so dokazali, da so za produkcijo 
vnetnih citokinov IL-1β potrebni Tollu podobni receptorji-2 (TLR2) in aktivacija NLRP3 
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inflamasoma in kaspaze-1. Pri invazivnih okužbah s C. acnes je vključenih več virulenčnih 
dejavnikov kot so produkcija lipaz, razgradnja hialuronske kisline, adhezija celic, 
prekomerni vnetni odziv in biosinteza polisaharidov (Furukawa in sod., 2009; Nazipi in 
sod., 2017). Zmožnost adhezije in tvorba biofilma je za nastanek okužbe verjetno 
najpomembnejša. Na to nakazujejo tudi rezultati študije Holmberg in sod. (2009), kjer so 
zbrali 45 izolatov zdravih oseb in 48 kliničnih izolatov, od katerih jih je bila večina 
pridobljenih od pacientov z OOV. Z metodo mikrotitrske ploščice so pokazali, da je večina 
kliničnih izolatov tvorila biofilm, medtem ko ga izolati zdravih oseb niso. V drugi študiji 
so testirali kako dobro C. acnes tvori biofilm na kovinski podlagi. Največjo gostoto 
biofilma so izmerili na podlagi titanove zlitine. Opazovali so tudi okužbo s C. acnes v 
mišjem modelu osteomielitisa, kjer so miške okužili z dvema različnima skupinama 
inokulov. V prvi so poleg C. acnes v mišji femur inokulirali tudi vsadek iz titanove zlitine, 
v drugi pa samo C. acnes. Po 28 dneh v miškah, ki so jih inokulirali samo s C. acnes niso 
več zaznali okužbe. Nasprotno pa so v miškah z vsadkom zaznali okužbo tudi po 6 
mesecih (Shiono in sod., 2016). Furustrand Tafin in sod. (2012) so na živalskem modelu 
pokazali, da večji inokulum bistveno podaljša čas, ki ga C. acnes preživi v telesu gostitelja. 
Trdijo, da ji to omogočajo dobre sposobnosti oprijemanja na površino vsadka in tvorjenje 
biofilma. V študiji Sampedro in sod. (2009) so pokazali, da je podtip IB večkrat prisoten 
ob okužbah kakor ostali tipi sevov. Kuehnast in sod. (2018) trdijo, da podtip IB tvori 
najmanj kompleksnih 3-D struktur po mikroskopski evalvaciji. Največ biofilma v modelu 
MTP je tvoril tip IA1, takoj za njim pa IC, IA2 in II izolati. 
 
Bakterije mikrobiote kože, kot je C. acnes, smo do sedaj večkrat šteli za kontaminante 
vzorca. Šele v zadnjih letih, se je pojavnost takih bakterij v vzorcih povečala in smo postali 
na tovrstne bakterije bolj pozorni. Zasluge za to imajo bolj robustni zajemi vzorcev in 
izboljšava detekcijskih metod, kot je uporaba sonikacije za razbitje biofilma, podaljšan čas 
kultivacije in uporaba molekularnih tehnik (Achermann in sod., 2010). V povezavi s C. 
acnes se pojavljajo težave pri diagnostiki, kadar je prisotna polimikrobna okužba (Lutz in 
sod., 2005). Čeprav C. acnes velja za občutljivo bakterijo na antibiotike, je odpornost 
bakterije v biofilmu visoka (Achermann in sod., 2014). Na živalskem modelu so pokazali, 
da pri okužbah vsadkov uspešno deluje rifampicin s stopnjo ozdravitve 36 %, v 
kombinaciji z daptomicinom pa je bila učinkovitost 63 % (Furustrand Tafin in sod., 2012). 
2.5 METODE ZA PREUČEVANJE BIOFILMA  
Do danes smo razvili številne metode za preučevanje biofilma, ki se med seboj bistveno 
razlikujejo. Število viabilnih bakterij v preučevanem vzorcu je pomembna informacija v 
mikrobioloških študijah na medicinskem področju (Galvin in sod., 2012). Glede na 
kompleksnost in heterogenost biofilmov, lahko merimo npr. celokupno število bakterij 
znotraj biofilma, število viabilnih celic ali količino EPS, proteinov in DNA. Glede na to ali 
je objekt zanimanja na celičnem nivoju ali genskem oz. encimskem, moramo uporabiti 
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 Metoda mikrotitrske ploščice (ang. Microtiter plate assay) 
 Metoda mikrotitrske ploščice z napravo Calgary (ang. The Calgary biofilm 
device) 
 Kolonizacijske proge (ang. Colony biofilm assay) 
 Pretočni reaktorji (ang. Contiuous-flow reactor) 
 Kapljični reaktorji (ang. Drip-flow biofilm reactor) 
 Mikrofluidne naprave (ang. Microfluidic devices) 
Mikroskopske metode za opazovanje biofilma: 
 Vrstična konfokalna laserska mikroskopija (ang. CLSM) 
 Svetlobno aktivirana lokalizacijska mikroskopija (ang. PALM) 
 Stohastična svetlobna rekonstrukcija (ang. STORM) 
Pristopi sistemske biologije: 
 Genomika in metagenomika  
 Transkriptomika  
 Proteomika in metabolomika 
 Metoda mikrotitrske ploščice  2.5.1
Metoda mikrotitrske ploščice (MTP) je najbolj uporabljena metoda pri raziskavah 
biofilma. Klasični tip je polistirenska MTP s 96 vdolbinicami, kjer poteka kultivacija 
mikroorganizmov. Na različnih časovnih intervalih se lahko vdolbinice spere, da se 
znebimo nevezanih bakterij. Na steni in dnu vdolbinic ostanejo vezane bakterije, ki tvorijo 
biofilm. Te lahko obarvamo z različnimi barvili kot so kristal vijolično (ang. CV; 
nespecifična vezava na negativno nabite molekule), metilen modro (ang. DMMB; 
specifična vezava na sulfatirane polisaharide matriksa), fluorescin diacetat (ang. FDA; 
viabilnost celic), resazurin (viabilnost celic) in Syto9 (vezava na DNA). Količino vezanega 
oz. reduciranega barvila lahko izmerijo spektrofotometrično ali s konfokalno mikroskopijo 
(Pantanella in sod., 2013). Prednosti te metode so visoka zmogljivost, nezahtevnost, nizki 
stroški in lahka kvantifikacija. Med slabosti sodijo lahko nezanesljivi rezultati, tako lažno 
pozitivni (nevezane bakterije se lahko ujamejo v matriks biofilma in se ne sperejo), kot 
tudi lažno negativni (biofilm se je odlepil). Metoda največkrat omogoča le enkratno 
meritev in rezultati so zanesljivi samo ob relativno visoki celični gostoti. Metoda je 
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omejena s količino hranil in odvisna od načina izvedbe oz. laboratorijske opreme (Azeredo 
in sod., 2016).  
 
Resazurin (7-hidroksi-3H-fenoksazin-3-on-10-oksid) je biološko barvilo modre barve. Žive 
celice ga ireverzibilno reducirajo do roza resorufina in se lahko reverzibilno razbarva. 
Količina nastalega resorufina je proporcionalna številu metabolno aktivnih celic in je zato 
priemerna za ocenjevanje števila viabilnih celic v biofilmu in tudi za antibiotično 
testiranje. Test je lahek za uporabo in je primeren za visoko zmogljive metode, stabilen, 
poceni in ni toksičen. Omejuje ga visoka občutljivost na izkoristek celičnega dihanja, kar 
pomeni, da je količina izmerjenega resorufina direktno povezana s starostjo biofilma 
(Pantanella in sod., 2013, Van den Driessche in sod., 2014).  
 
Kristal vijolično je eno od prvih barvil, ki smo ga uporabili za kvantifikacijo biomase 
biofilma. Barvilo je poznano vsem mikrobiologom, saj ga še vedno uporabljamo pri 
barvanju po Gramu. Nespecifično se veže na negativno nabite dele bakterij in matriksa, 
raztaplja pa se v etanolu ali ocetni kislini in meri spektrofotometrično, največkrat pri 590 
nm. Zaradi nespecifične vezave na žive in nežive celice in njihove produkte ne poda 
informacije o viabilnosti bakterij v biofilmu, ampak samo o celokupni biomasi živih in 
mrtvih celic ter matriksa (Pantanella in sod., 2013). CV še vedno velja za največkrat 
uporabljeno barvilo pri modelu MTP in so ga zaradi svoje robustnosti uporabili tudi v več 
študijah biofilma C. acnes (Holmberg in sod., 2009; Kuehnast in sod., 2018; Okuda in 
sod., 2018).  
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3 MATERIAL IN METODE 
3.1 MATERIAL 
V tem delu naloge so navedeni bakterijski sevi, kemikalije, gojišča in ves laboratorijski 
pribor, ki smo ga uporabili pri izvedbi eksperimentalnega dela. 
 Bakterijski sevi 3.1.1
V preglednici 2 so navedeni sevi bakterij, uporabljeni kot pozitivne kontrole in klinični 
izolati slovenske študije (n=54) C. acnes iz ortopedskih vsadkov. 
Preglednica 2: Seznam uporabljenih bakterijskih sevov. 
Bakterijska vrsta Ime seva Vir 
S. epidermidis IJS1 IJS 
S. epidermidis ATCC 12228 IMI 
P. aeruginosa ATCC 27853 IMI 
C. acnes ATCC 11828 IMI 
C. acnes testni izolati IMI 
IJS Inštitut Jožef Štefan, IMI Inšitut za mikrobiologijo in imunologijo 
 Bakteriološka gojišča 3.1.2
Vsa bakterijska gojišča je pripravila služba za pripravo gojišč in reagentov Inštituta za 
mikrobiologijo in imunologijo. Uporabili smo gojišča, ki se sicer dnevno uporabljajo pri 
strokovno zdravstveni dejavnosti inštituta. 
 
Gojišča, uporabljena za kultivacijo S. epidermidis in P. aeruginosa: 
 KA: Krvni agar 
 TIO: Tioglikolatni bujon 
 FR+1 % glc: Fiziološka raztopina z 1 % glukozo 
Gojišča, uporabljena za kultivacijo C. acnes: 
 SCH: Schaedler agar 
 TIO: Tioglikolatni bujon 
 FR+1 % glc: Fiziološka raztopina  % z 1 % glukozo  
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 Pufri, reagenti in druge kemikalije za delo z bakterijami 3.1.3
 dH2O: destilirana voda 
 FR: fiziološka raztopina (0,9 % NaCl) 
 70 % etanol 
 CV: kristal vijolično 0,1 % v metanolu in dH2O 
 Resazurin (in house): 12.5 mg/mL, redčen 1:7 
 30 % ocetna kislina 
Sterilno dH2O, fiziološko raztopino, kristal vijolično in resazurin je pripravila služba za 
pripravo gojišč in reagentov. 
 
 Laboratorijski pripomočki 3.1.4
 Zaščitna halja 
 Latex zaščitne rokavice (duoSHIELD) 
 Plastične petrijevke 90 mm (Labortehnika Golias) 
 Plastične epruvete (Labortehnika Golias) 
 Mikrocentrifugirke z navojem (Eppendorf) 
 1 µl plastične cepilne zanke (Labortehnika Golias) 
 Stojalo za epruvete  
 Vatirane palčke (Steriking) 
 Avtomatske pipete (Eppendorf) 
 Multikanalna avtomatska pipeta (Eppendorf) 
 Nastavki za pipete (Eppendorf) 
 Pasteur pipete (Sarstedt) 
 Zobotrebci 
 MALDI jeklena ploščica 
 Anaerobni lonci (MART Microbiology) 
 Stojala za petrijevke 
 Eksikatorji 
 Anaerobni indikatorji (BioMérieux) 
 Mikrotitrska plošča (96, ravno dno, neznani proizvajalec) 
 Mikrotitrska plošča Cell GradeTM (96, ravno dno, BRAND) 
 Mikrotitrska plošča Pure GradeTM (96, ravno dno, BRAND) 
 Mikrotitrska plošča za merjenje fluorescence (96, ravno dno, črne barve, BRAND) 
 Aluminjasta folija (ALU folija) 
 Plastična posoda za odlaganje infektivnih odpadkov 
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 Laboratorijska oprema 3.1.5
 Zamrzovalnik (SANYO) 
 Hladilnik (LTH) 
 Inkubator (Kambič) 
 TweenCubator (Hain) 
 Vorteks (Vibromix 10) 
 Naprava za ustvarjanje anaerobnih pogojev – anoxomat (MART Microbiology) 
 Turbidimeter (DensiCHEK) 
 Centrifuga miniSpin (Eppendorf) 
 Čitalec mikrotitrskih ploščic CYTATION 5 (BioTek) 
3.2 METODE 
Pri eksperimentalnem delu smo upoštevali standarde mikrobiološke tehnike in postopke v 
laboratoriju. Manipulacijo bakterij smo izvajali v biovarnostni komori 2. varnostne stopnje. 
Vse poskuse smo izvedli na Inštitutu za mikrobiologijo in imunologijo medicinske 
fakultete univerze v Ljubljani. 
 
Eksperimentalno delo smo razdelili v dve stopnji. V prvi stopnji smo optimizirali metodo 
mikrotitrske plošče. Pri tem smo testirali različne pogoje testiranja, kjer smo preverili že 
znane in tudi nekatere še nepreverjene parametre. V drugi stopnji smo spremljali različno 
adhezijo kliničnih izolatov C. acnes na MTP. Delali smo po principu 3x4, kjer smo vsak 
vzorec testirali v treh neodvisnih MTP, na vsaki v štirih vdolbinicah. Za pozitivne kontrole 
smo uporabili seve C. acnes ATCC 11828, P. aeruginosa ATCC 27853 in S. epidermidis 
ATCC 12228. Slednja dva mikroorganizma sta znana kot dobra producenta biofilma, kar 
so pokazali tudi v in-vitro študijah z uporabo barvila resazurin in kristal vijolično (Pettit in 
sod., 2005; O'Toole 2011; Ulrey in sod., 2014; Oliveira in sod., 2018). Z njihovo uporabo 
smo želeli preveriti uspešnost barvanja z resazurinom (testiranje viabilnosti biofilma) in 
kristal vijoličnim (testiranje količine biofilma) ter njihove rezultate primerjati  z izolati C. 
acnes. Kontrola C. acnes ATCC 11828 je služila kot referenčni sev, da se pridobljeni 
rezultati meritev absorbance in intenzitete fluorescence biofilma ne  nanašajo samo na 
izolate C. acnes ampak na celotno vrsto. 
 Optimizacija metode za kvantifikacijo biofilma C. acnes 3.2.1
Naše delo je zajemalo: (i) odmrzovanje bakterij iz banke izolatov, (ii) pripravo bakterijskih 
kultur na primarnih gojiščih, (iii) identifikacijo zraslih kultur, (iv) pripravo standardnih 
suspenzij, (v) inokulacijo MTP, (vi) preverjanje viabilnosti sevov na agarnih ploščah po 
inkubaciji MTP, (vii) barvanje z resazurinom oz. CV, (viii) ekstrakcijo barvila in (ix) 
spektrofotometrično karakterizacijo tvorjenega biofilma (Holmberg in sod., 2009; O'Toole, 
2011; Kuehnast in sod., 2018). Celoten proces od odmrzovanja sevov do meritve 
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tvorjenega biofilma smo za potrebe optimizacije metode ponovili štirikrat. Vsakič smo 
spreminjali različne pogoje in optimizirali postopek, princip dela pa je ostal enak. Za večjo 
preglednost smo v tem poglavju opisali le testirane pogoje in posebnosti v postopku. 
Celoten in končni protokol dela smo podrobneje opisali v poglavju 3.2.2.  
3.2.1.1 Primerjava različnih gojišč 
V prvi fazi testiranja nas je zanimal vpliv primarnega gojišča (=gojišče na katerem je zrasla 
bakterija, ki smo jo uporabili v poskusu) na tvorbo biofilma v MTP. Za primarno gojišče 
smo uporabili Schaedler agar (SCH-trdno gojišče) in tioglikolatni bujon (TIO-tekoče 
gojišče). Zanimal nas je tudi vpliv sekundarnega gojišča (=medij v MTP). Za sekundarni 
medij smo uporabili tioglikolatni bujon (TIO) kot bogato gojišče in fiziološko raztopino z 
dodano 1 % glukozo (FR + 1 % glc) kot revno gojišče. TIO se zaradi raznih rastnih 
faktorjev kot je goveji ekstrakt, kazein, kvasovke uporablja v diagnostiki za izolacijo 
mnogih medicinsko pomembnih bakterij. Nizka koncentracija agarja in prisotnost 
tioglikolatne kisline kot reducirajoči agent pa ustvarjata anaerobno okolje in s tem možnost 
rasti anaerobov (Rijal, 2016). Medij FR + 1 % glc vsebuje glukozo (C6H12O6) kot edini vir 
nutrientov in z odsotnostjo dušika (N), sestavnega dela aminokislin, je onemogočal 
nadaljno rast biofilma. V tej fazi optimizacije smo preverili še vpliv volumna inokuluma 
(100 µl in 200 µl), robnega efekta (nehomogenost rezultatov iz robnih vdolbinic zaradi 
večjega izhlapavanja vode in dostopnosti kisika) in vpliv različnih časov inkubacije (24h, 
48h, 72h) na viabilnost adheziranih bakterij. Barvali smo samo z resazurinom in nato 
merili fluorescenco nastalega resorufina. Na tej stopnji smo delali s pozitivno kontrolo S. 
epidermidis IJS1 in prvimi 4 izolati C. acnes iz slovenske študije. 
 
Po odmrzovanju in precepljanju smo kulture bakterije identificirali z metodo MALDI-TOF 
in bakterijo precepili na trdno gojišče SCH (KA za S. epidermidis), tekoče gojišče TIO, 
kjer smo po 1 ml vorteksirane suspenzije odpipterirali v Tweencubator ogret na 37°C in 
pokrili z aluminjasto folijo in rezervno TIO gojišče v plastičnih epruvetah z zamaškom, ki 
ga nismo privili do konca. SCH in rezervna TIO gojišča smo zaprli v anaerobni lonec in 
inkubirali 48h na 37°C, anaerobno (Slika 1). SEP na KA smo inkubirali v inkubatorju 48h 
na 37°C, aerobno. Prav tako tudi seve v Tweencubator-ju, kjer smo nastavili stresanje 
ladjice med inkubacijo. Po 48h smo iz SCH, KA in rezervnih TIO kultur naredili 
suspenzije bakterijske gostote 0,5 McF v FR+1 % glc in 0,5 McF v TIO mediju. Rezervne 
TIO kulture smo pred pripravo 0,5 McF suspenzij centrifugirali, sediment pa raztopili v 
FR. Kulture, ki so se inkubirale v Tweencubator-ju smo zavrgli. Za testiranje prim. gojišča 
SCH in TIO smo za vsako uporabili po dve MTP (BRAND Cell Grade
TM
), eno smo 
inokulirali s 100 µl suspenzije, drugo z 200 µl. Na levo polovico MTP smo nanesli 0,5 
McF suspenzijo bakterij v revnem FR+1 % glc mediju, na desno pa 0,5 McF suspenzijo z 
bogatim TIO medijem. Za negativno kontrolo smo uporabili samo medij brez bakterije. Ta 
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korak smo še dvakrat ponovili za testiranje različnih inkubacijskih časov (24h, 48h in 72h) 
in vse ploščice (skupno 12) inkubirali na 37°C, anaerobno, zavite v aluminijasto folijo.  
 
 
Slika 1: Zapiranje bakterijskih kultur v anaerobni lonec. 
Po 48h smo testirali viabilnost adheziranih bakterijskih celic, čemur je sledilo barvanje z 
resazurinom, kjer smo medij odlili, preostanek pa rahlo sprali z dH2O. MTP smo posušili z 
rahlim tapkanjem obrnjene ploščice po čistih papirnatih brisačkah. Z multikanalno pipeto 
smo odpipterirali po 125 µl barvila v vdolbinice, kjer je bilo prej 100 µl suspenzije in po 
225 µl, kjer je bilo suspenzije 200 µl. Ploščice smo pokrili, zavili z aluminijasto folijo in 
dali v inkubator na 37°C za 3h. Na vsakih 15 min smo MTP rahlo potresli, da smo 
zagotovili homogenost barvila, ki se je tekom inkubacije pretvarjal v resorufin in je roza 
barve. Zaradi občutljivosti nastalega produkta smo po inkubaciji delali hitro in pazljivo. Po 
100 µl barvila smo odpipteriali v črno mikrotitrsko ploščico za merjenje fluorescence. Ker 
smo za dve MTP porabili eno črno MTP, smo testirali le 4 ponovitve sevov in kontrol 
(Preglednica 4). Dve ponovitvi smo odpipetirali iz zunanjih in dve iz notranjih ponovitev, 
da smo testirali vpliv robnega efekta na homogenost rezultatov. Fluorescenco reakcijske 
zmesi smo merili na optičnem čitalcu BioTek CYTATION 5 pri ekscitaciji 530 nm in 
emisiji 590 nm. Program nam je rezultate intenzitete fluorescence podal v relativnih 
fluorescentnih enotah (RFU). 
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3.2.1.2 Primerjava mikrotitrskih ploščic različnih proizvajalcev 
V drugi fazi smo preverjali viabilnost adheziranih bakterij v odvisnosti od MTP 
proizvajalca BRAND (Cell Grade
TM
) in neznanega prozvajalca. Zopet smo testirali vpliv 
različnega medija inokuluma (bogat TIO in reven FR+1 % glc medij), volumna inokuluma 
(100 µl in 200 µl), robnega efekta in vpliv različnih inkubacijskih časov (24h, 48h, 72h) na 
viabilnost biofilma. Od sevov smo uporabili S. epidermidis IJS1 in S. epidermidis ATCC 
12228 kot pozitivni kontroli, ter prvi izolat C.  
 
Seve smo odmrznili in jih pripravili na SCH in KA gojiščih, identificirali in z 
bakteriološko zanko precepili kulture na TIO gojišča v plastičnih epruvetah s priprtimi 
zamaški. Inkubirali smo jih 48h na 37°C, anaerobno oz. aerobno za pozitivne kontrole. 
Nato smo pripravili suspenzije v FR+1 glc in TIO mediju ter jih zavite v aluminijasto folijo 
inkubirali na 37°C, anaerobno. Na vsako ploščico (skupno 6) smo seve nanesli v več 
ponovitvah. Po inkubaciji smo precepili posamezne seve na trdno gojišče za preverjanje 
viabilnosti. Test barvanja z resazurinom smo naredili, kakor je opisano v poglavju 3.2.1.1. 
3.2.1.3 Primerjava aerobnih in anaerobnih pogojev inkubacije 
V tej fazi smo preverjali razlike v viabilnosti in biomasi adheziranih bakterijskih sevov 
inkubiranih v anaerobnih in aerobnih pogojih inkubacije MTP. Poleg smo testirali še vpliv 
različnega medija inokuluma (bogat TIO in reven FR+1 % glc medij), volumna inokuluma 
(100 µl in 200 µl) in vpliv različnih inkubacijskih časov (24h, 48h, 72h). Uporabili smo 
Pure Grade
TM
 (BRAND) MTP, pozitivni kontroli S. epidermidis ATCC 12228 in C. acnes 
ATCC 11828 ter prve tri izolate C. acnes. 
 
Seve smo pripravili v TIO mediju kot v točki 3.2.1.2 Eno MTP smo uporabili za testiranje 
aerobnih, drugo za testiranje anaerobnih pogojev. Skupaj s tremi različnimi časovnimi 
intervali inkubacije (24h, 48h, 72h) smo porabili šest plošč. Barvanje z resazurinom smo 
naredili kot v poglavju 3.2.1.1. Ker resazurin ne poškoduje celic in biofilma, smo MTP po 
resazurinskem testu baravli še s kristal vijoličnim (CV). Resazurin smo sprali z dH2O in 
odpipetirali po 125 µl CV, kjer je bilo prej 100 µl suspenzije in 225 µl, kjer je bilo prej 200 
µl suspenzije in po 15 min sprali nevezani CV z dH2O. V vdolbinice smo nato nanesli 30 
% ocetno kislino in z rahlim tresanjem ekstrahirali CV. Po 100 µl raztopine iz vsake 
vdolbinice smo prenesli na novo MTP in pomerili absorbanco pri 590 nm.  
3.2.1.4 Primerjava različnih McFarland gostot 
V zadnji fazi optimizacije smo preverili razlike v viabilnosti in produkciji biofilma pri 
različnih McF suspenzijah (0,5, 1 in 2 McF), inkubacijskih časih (24h in 48h) in valovnih 
dolžinah kvantifikacije nastalega biofilma (550 in 590 nm), saj v študijah niso poenoteni 
glede tega (Holmberg in sod., 2009; Kuehnast in sod., 2018). Za testiranje smo uporabili 
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 (BRAND) MTP, od sevov pa S. epidermidis ATCC 12228, C. acnes ATCC 
11828 in prvih pet izolatov C. acnes. 
 
Pripravo sevov smo naredili enako kot v poglavju 3.2.1.2, barvanje s CV pa enako kot v 
poglavju 3.2.1.3. Seve smo nanesli v več ponovitvah na dve MTP, eno za 24h in drugo za 
48h inkubacijo. Čitalec MTP je najprej izmeril absorbanco pri 550 nm in nato pri 590 nm. 
 Kvantifikacija biofilma C. acnes 3.2.2
V fazi karakterizacije biofilma smo uporabili 54 kliničnih izolatov C. acnes. Za pozitivno 
kontrolo smo uporabili C. acnes ATCC 11828, P. eruginosa ATCC 27853 in S. 
epidermidis ATCC 12228. 
3.2.2.1 Odmrzovanje bakterijskih kultur 
Vsi izolati C. acnes so bili pred uporabo shranjeni v fiziološki raztopini na -80°C. Po 
približno eni uri, ko se je medij z bakterijami utekočinil, smo. Prav tako smo odmrznili tudi 
vse pozitivne kontrole razen P. aeruginosa ATCC 27853, ki smo ga precepili iz plošče na 
sobni temperaturi, saj se redno uporablja pri zdravstveni dejavnosti inštituta.  
 
C. acnes izolate in pozitivno kontrolo smo nato s sterilno cepilno zanko prenesli na SCH 
inkubirali 72h na 37°C, anaerobno v anaerobnih loncih. P. aeruginosa in S. epidermidis 
smo nacepili na KA in inkubirali 72h na 37°C, aerobno.  
3.2.2.2 Priprava bakterijskih kultur v tekočem gojišču 
Po 72h smo seve precepili v sveža TIO gojišča. Na ta način smo zagotovili (i) čistost 
bakterijskih kolonij in (ii) s stresanjem vzpodbudili hitrejšo, neagregirano rast bakterij. S 
cepilno zanko smo pobrali posamezne velike ali po nekaj malih kolonij in jih precepili v 
tekoče gojišče TIO z vrtenjem in tresenjem zanke ob stene epruvet medija. Seve smo 
inkubirali 48h na 37°C, aerobno.  
3.2.2.3 Identifikacija bakterij 
TIO gojišča smo po inkubaciji vorteksirali in s pipeto prenesli po približno 1,5 ml medija v 
mikrocentrifugirke z navojem za nadaljnje delo, po 3 kapljice (približno 100 µl) pa na SCH 
oz. KA za identifikacijo. MTP smo inkubirali 72h na 37°C, anaerobno (SCH) oz. aerobno 
(KA). Z zobotrebcem smo pod lupo previdno prenesli posamezne kolonije na jekleno 
ploščico za MALDI identifikacijo. Kot pozitivno kontrolo pri MALDI testu smo uporabili 
sev bakterije E. coli. Na jekleno ploščico smo v posamezen označen del nanesli po 7,5 µl 
matriksa, da so celice lizirale in sprostile znotrajcelične proteine. Ploščico smo vstavili v 
MALDI napravo in s programsko opremo identificirali bakterije.  
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3.2.2.4 Priprava standardnih bakterijskih suspenzij v mikrotitrski ploščici 
Mikrocentrifugirke s po 1,5 ml bakterijske suspenzije smo centrifugirali 10 min na 3,2 
rpm. Supernatant smo zavrgli, kolonije pa sprali s sterilno FR do oznake 1,5 ml. 
Mikrocentrifugirke smo nato vorteksirali in ponovno centrifugirali 10 min na 3,2 rpm, 
zavrgli supernatant, sprali kolonije s FR in vorteksirali. Kolonije so bile tako pripravljene 
na pripravo standardnih suspenzij. 
Na stojalu smo si pripravili epruvete in v vsako s pipeto nanesli pribl. 1 ml sterilne FR+1 
% glc, ki je predstavljal sekundarni medij za kultivacijo bakterij v MTP. Večjega volumna 
medija v epruveto nismo dodajali, saj se je suspenzija tako težje vorteksirala. 
Mikrocentrifugirke s kolonijo bakterij smo pred uporabo še enkrat dobro vorteksirali. 
Epruveto s praznim sekundarnim medijem smo vstavili v turbidimeter in ga resetirali na 
slepo raztopino. Z avtomatsko pipeto smo dodajali bakterijsko suspenzijo do gostote 1 po 
McFarland standardu (McF), z zgornjim odstopanjem do maksimalno 1,1 McF. Če je 
vrednost presegala 1,1 McF smo medij redčili s FR+1 % glc. Tako smo za inokulacijo 
pripravili vse pozitivne kontrole in vzorce. 
3.2.2.5 Inokulacija mikrotitrskih ploščic 
Pripravljene standardne bakterijske suspenzije z 1 McF kulture smo pred nanosom na MTP 
še enkrat dobro vorteksirali. Uporabili smo polistirenske 96-well Pure Grade
TM
 MTP 
proizvajalca BRAND, ki na površini vdolbinic nima vezanih kemijskih spojin. Z 
avtomatsko pipeto smo v vsako vdolbinico po sistemu 3x4 nanesli po 100 µl inokuluma. 
Izbrani sistem nanašanja nam je omogočil testiranje do 20 vzorcev na eni MTP. Med 
nanašanjem posameznega inokuluma smo jih pokrivali s pokrovom, da smo zmanjšali 
možnost kontaminacije. Medij FR+1 % glc je služil kot negativna kontrola. Na koncu smo 
vsako MTP pokrili s pokrovom in dvakrat zavili v aluminijasto folijo, da smo zmanjšali 
izhlapevanje medija med inkubacijo. MTP smo inkubirali 48h na 37°C, aerobno. 
3.2.2.6 Testiranje viabilnosti 
Po 48h inkubacije smo pred merjenjem absorbance preverili viabilnost bakterij na agarnih 
ploščah. Po 100 µl medija iz MTP smo odpipetirali na KA oz. SCH, odvisno od vrste 
bakterij. Medija nismo razmazali po gojišču, saj nas je zanimala le viabilnost in ne 
številčnost bakterij. Da smo varčevali z gojišči, smo testirali le eno ponovitev vsake 
kontrole in vzorca. SCH gojišča, na katerih smo testirali vzorce C. acnes smo razdelili na 
tretjine in na vsako odpipetirali po 100 µl suspenzije. Negativno kontrolo smo odpipetirali 
na KA. SCH smo inkubirali 72h na 37°C, anaerobno, KA pa 48h na 37°C, aerobno. Po 
inkubaciji smo plošče odprli in preverili rast kolonij (viabilni so bili vsi sevi). 
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3.2.2.7 Barvanje s kristal vijoličnim 
Celice, ki so se adhezirale na steno in dno vdolbinic, smo smatrali kot začetni biofilm in jih 
barvali s CV. V ta namen smo najprej medij odpipetirali na gojišča za testiranje viabilnosti 
(poglavje 3.2.2.6.). Preostali medij smo odstranili z obračanjem MTP. Sledilo je rahlo 
spiranje z dH2O ob rob MTP, da so se sprale nevezane bakterije. Postopek spiranja smo še 
dvakrat ponovili. Po vsakem spiranju smo MTP obrnili, da je stekla voda z bakterijami iz 
MTP in jo obrnjeno rahlo potresli po čistih papirnatih brisačkah. MTP smo pustili nekaj 
minut obrnjene, da je preostala voda izhlapela. 0,5 % CV smo nalili v plastično kadičko in 
z multikanalno pipeto odpipetirali po 125 µl barvila v vsako vdolbinico. Barvilo smo 
pustili delovati 30 min na sobni temperaturi. Po inkubaciji smo nevezani CV sprali z 
obračanjem ploščice in trikratnim spiranjem z dH2O.  
3.2.2.8 Ekstrakcija vezanega barvila in kvantifikacija biofilma 
Po spiranju nevezanega CV smo preostalo barvilo, ki je obarvalo komponente biofilma, 
ekstrahirali s 30 % ocetno kislino (Slika 2). Z multikanalno pipeto smo odpipteriali po 125 
µl kisline v vsako vdolbinco in z rahlim tresanjem MTP raztopili CV. Takoj zatem smo 
izmerili absorbanco pri 590 nm valovne dolžine. To smo naredili na čitalcu MTP BioTek 
CYTATION 5, v Laboratoriju za humoralno imunologijo inštituta za mikrobiologijo in 
imunologijo.  
3.2.2.9 Statistična obdelava 
Rezultate absorbanc izolatov pri 590 nm smo statistično obdelali v programu SPSS. Iskali 
smo statistično pomembne povezave med povp. absorbanc posameznih izolatov C. acnes 
in kliničnimi podatki (spol in starost pacienta, tip vsadka, mikrobiološki kriteriji za 
verjetnost okužbe, število bakterijskih vrst poraslih na trdnem oz. tekočem gojišču). 
Najprej smo naredili Shapiro-Wilk test, da smo preverili prisotnost normalne porazdelitve. 
Ker te nismo dokazali, smo uporabili različne neparametrične teste (Kendall, Kriskal-
Wallis H, Mann-Whitney U, Pearson test). 
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4.1 OPTIMIZACIJA METODE  
 Primerjava različnih gojišč 4.1.1
Rezultati intenzitete fluorescence resorufina poz. kontrole S. epidermidis IJS1 in izolatov 
C. acnes so bili relativno nizki in se v povp. niso znatno razlikovali od NK (Slike 3-5). 
Zaradi nizkega števila meritev (N=4), na rezultatih nismo izvajali statističnih testov 
signifikance. Ker razlik med 100 in 200 µl inokulumom ter zunanjimi in notranjimi 
vdlobinicami MTP nismo opazili, teh nismo grafično prikazali. 
 
V primerjavi primarnega gojišča trdnega SCH oz. KA in tekočega TIO so bile povp. 
vrednosti S. epidermidis IJS1 po 24h inkubacije znatno višje (22000 RFU, SD:  3000; Slika 
3), ko je bilo prim. gojišče KA, za razliko od gojenja v TIO (6300 RFU, SD: 400; Slika 4). 
Po 48h inkubacije pa je imel S. epidermidis gojen v TIO (prim. gojišče) višje rezultate 
fluorescence resorufina (11000 RFU, SD: 2000; Slika 4) od istega seva, gojen na KA 
(6100 RFU, SD: 100, Slika 3). Vrednosti C. acnes so bile precej nižje, v povp. rahlo višje, 
ko smo izolate gojili na trdnem SCH (prim. gojišče). Izstopa le 1. izolat, ki je imel po 72h, 
gojen na TIO kot prim. in sek. gojišču veliko višje vrednosti fluorescence (17000 RFU, 
SD: 6000; Slika 4) kakor gojen na SCH (8000 RFU, SD: 400; Slika 3). 
 
 
Slika 3: Povp. vrednosti intenzitete resorufina pri ekscitaciji 530 nm in emisiji 590 nm. Primarno gojišče je 
bil Schaedler agar oz. krvni agar za S. epidermidis, medij v mikrotitrski ploščici (MTP) je bil tioglikolatni 
bujon (sek. gojišče), inokulum 100 µl. NK pomeni neg. kontrola, SEP IJS S. epidermidis IJS1, CA 1-4 so 
izolati C. acnes. Posamezen stolpec je sestavljen iz meritev 4 vdolbinic MTP (Brand Cell GradeTM ). 
Kot sekundarno gojišče smo primerjali bogat TIO medij in revni FR+1 % glc. Razlike smo 
opazili pri S. epidermidis po 48h in 1. izolatu C. acnes  po 48h in 72h inkubacije, kjer so 
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bile povp. fluorescence znatno višja v TIO (sek. gojišče) mediju kakor v FR+1 % glc (Sliki 
4 in 5). Glede na različno sek. gojišče, med izolati 1-3 ni bilo razlik. 
 
 
Slika 4: Povp. vrednosti intenzitete resorufina pri ekscitaciji 530 nm in emisiji 590 nm. Primarno gojišče je 
bil tioglikolatni bujon (TIO), medij v mikrotitrski ploščici (MTP) je bil TIO (sek. gojišče), inokulum 100 
µl. NK pomeni neg. kontrola, SEP IJS S. epidermidis IJS1, CA 1-4 so izolati C. acnes. Posamezen stolpec je 
sestavljen iz meritev 4 vdolbinic MTP (Brand Cell GradeTM ). 
 
Slika 5: Povp. vrednosti intenzitete resorufina pri ekscitaciji 530 nm in emisiji 590 nm. Primarno gojišče je 
bil tioglikolatni bujon, medij v mikrotitrski ploščici (MTP) je bil FR+1 % glukoza (sek. gojišče), inokulum 
100 µl. NK pomeni neg. kontrola, SEP IJS S. epidermidis IJS1, CA 1-4 so izolati C. acnes. Posamezen 
stolpec je sestavljen iz meritev 4 vdolbinic MTP (Brand Cell GradeTM ). 
 Primerjava mikrotitrskih ploščic različnih proizvajalcev 4.1.2
Rezultati intenzitete fluorescence resorufina poz. kontrole S. epidermidis IJS1, S. 
epidermidis ATCC 12228 in izolatov C. acnes so bili zopet relativno nizki in se v povp. 
niso znatno razlikovali od NK (Slike 6-7; razen pri slikah 6A in 6B po 48h). Zaradi 
nizkega števila meritev (N=4), rezultatov nismo statistično obdelali. Ker razlik med 100 in 
26 
Černe M. Fenotipska karakterizacija biofilma Cutibacterium acnes iz okuženih ortopedskih vsadkov. 




200 µl inokulumom ter zunanjimi in notranjimi vdlobinicami MTP nismo opazili, teh 
nismo grafično prikazali. 
 
Primerjava MTP dveh različnih proizvajalcev nam je pokazala višje vrednosti intenzitete 
fluorescence resorufina S. epidermidis IJS1 in S. epidermidis ATCC 12228 kot Brand Pure 
Grade
TM 
pri 48h inkubacije, v TIO gojišču kot prim. in sek. gojišče, s 100 µl inokulumom. 
Pri C. acnes 1. izolatu pa je bilo obratno, saj je po 48h na Brand MTP imela višjo vrednosti 
fluorescence a tudi višji standardni odklon (31000 RFU, SD: 10000) kot na MTP 
neznanega proizvajalca (26000 RFU, SD: 3000) (Sliki 6A in 6B). V primerjavi Cell 
Grade
TM
 (Slika 4) in Pure Grade
TM
 (Slika 6B) MTP smo pri prvi opazili višje vrednosti 
fluorescence S. epidermidis IJS1 po 48h in C. acnes 1. po 72h, a manjšo po 48h. 
Zopet smo primerjali vpliv sek. gojišča na MTP Pure Grade
TM
, kjer so bile edine razlike 
opazne pri 1. izolatu C. acnes po 48h in 72h inkubacije. Višje vrednosti fluorescence smo 
opazili pri vdolbinicah z bogatim TIO gojiščem (Sliki 6B in 7). 
 
 
Slika 6A: Povp. vrednosti intenzitete resorufina pri ekscitaciji 530 nm in emisiji 590 nm. Primarno gojišče je 
bil tioglikolatni bujon (TIO), medij v mikrotitrski ploščici (MTP) je bil TIO (sek. gojišče), inokulum 100 
µl. NK pomeni neg. kontrola, SEP IJS S. epidermidis IJS1, SEP S. epidermidis ATCC 12228, CA 1 je izolat 
C. acnes. Posamezen stolpec je sestavljen iz meritev 4 vdolbinic MTP (neznani proizvajalec). 
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Slika 6B: Povp. vrednosti intenzitete resorufina pri ekscitaciji 530 nm in emisiji 590 nm. Primarno gojišče je 
bil tioglikolatni bujon (TIO), medij v mikrotitrski ploščici (MTP) je bil TIO (sek. gojišče), inokulum 100 
µl. NK pomeni neg. kontrola, SEP IJS S. epidermidis IJS1, SEP S. epidermidis ATCC 12228, CA 1 je izolat 
C. acnes. Posamezen stolpec je sestavljen iz meritev 4 vdolbinic MTP (Brand Pure GradeTM). 
 
Slika 7: Povp. vrednosti intenzitete resorufina pri ekscitaciji 530 nm in emisiji 590 nm. Primarno gojišče je 
bil tioglikolatni bujon (TIO), medij v mikrotitrski ploščici (MTP) je bil FR+1 % glc (sek. gojišče), 
inokulum 100 µl. NK pomeni neg. kontrola, SEP IJS S. epidermidis IJS1, SEP S. epidermidis ATCC 12228, 
CA 1 je izolat C. acnes. Posamezen stolpec je sestavljen iz meritev 4 vdolbinic MTP (Brand Pure GradeTM). 
 Primerjava aerobnih in anaerobnih pogojev inkubacije 4.1.3
V 3. fazi optimizacije nas je zanimal predvsem vpliv anaerobnega in aerobnega okolja na 
intenziteto fluorescence resorufina in absorbanco CV. Zaradi nizkega števila meritev 
(N=4), rezultatov nismo statistično obdelali. 
 
Prisotnost kisika (O2) med inkubacijo glede na naše rezultate kaže nižjo intenziteto 
fluorescnence resorufina pri poz. kontroli C. acnes ATCC 11828 po 72h in pri 1. izolatu C. 
acnes po 48h in 72h (Sliki 8A in 8B). Razlik med TIO in FR+1 % glc (sek. gojišče) nismo 
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prikazali, saj pri FR+1 % glc ni bilo opaziti znatnih razlik med vzorci in NK. Prav tako 
zopet nismo našli razlik med 100 in 200 µl inokulumom in rezultati niso prikazani.  
 
Slika 8A: Povp. vrednosti intenzitete resorufina pri ekscitaciji 530 nm in emisiji 590 nm. Primarno gojišče je 
bil tioglikolatni bujon (TIO), medij v mikrotitrski ploščici (MTP) je bil TIO (sek. gojišče), inokulum 100 
µl, inkubacija je potekala v anaerobnem okolju. NK pomeni neg. kontrola, SEP je S. epidermidis ATCC 
12228, CA ATCC 11828 je C. acnes ATCC 11828, CA 1-3 so izolati C. acnes. Posamezen stolpec je 
sestavljen iz meritev 4 vdolbinic MTP (Brand Pure GradeTM). 
 
Slika 8B: Povp. vrednosti intenzitete resorufina pri ekscitaciji 530 nm in emisiji 590 nm. Primarno gojišče je 
bil tioglikolatni bujon (TIO), medij v mikrotitrski ploščici (MTP) je bil TIO (sek. gojišče), inokulum 100 
µl, inkubacija je potekala v aerobnem okolju. NK pomeni neg. kontrola, SEP S. epidermidis ATCC 12228, 
CA ATCC 11828 je C. acnes ATCC 11828, CA 1-3 so izolati C. acnes. Posamezen stolpec je sestavljen iz 
meritev 4 vdolbinic MTP (Brand Pure GradeTM). 
Barvanju z resazurinom je sledilo še barvanje s CV in merjenje absorbance pri 550 in 590 
nm. Primerjava aerobnih in anaerobnih pogojev ni pokazala bistvenih razlik v absorbanci 
pri 590 nm med vzorci, gojenih v sek. gojišču TIO (Sliki 9A in 9B), kot tudi ne v FR+1 % 
glc (Sliki 10A in 10B). Zopet pa smo pokazali razlike med sek. gojiščema TIO in FR+1 % 
glc, kjer je imelo, nasprotno od rezultatov fluorescence resorufina, višje vrednosti gojišče 
FR+1 % glc (Slike 9-10). Izjema je le 1. izolat C. acnes, ki je imel pri anaerobnih pogojih 
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po 48h inkubacije v TIO gojišču višje vrednosti absorbance CV kot v FR+1 % glc (Sliki 
9A in 9B). Višje vrednosti absorbance CV smo izmerili tudi pri inokulumu 100 µl v 
primerjavi z 200 µl (Sliki 10B in 11) in merjenju pri 590 nm v primerjavi s 550 nm (Sliki 
10B in 12). 
 
Slika 9A: Povp. vrednosti absorbance kristal vijolično pri 590 nm. Primarno gojišče je bil tioglikolatni 
bujon (TIO), medij v mikrotitrski ploščici (MTP) je bil TIO (sek. gojišče), inokulum 100 µl, inkubacija je 
potekala v anaerobnem okolju. NK pomeni neg. kontrola, SEP S. epidermidis ATCC 12228, CA ATCC 
11828 je C. acnes ATCC 11828, CA 1-3 so izolati C. acnes. Posamezen stolpec je sestavljen iz meritev 4 
vdolbinic MTP (Brand Pure GradeTM). 
 
Slika 9B: Povp. vrednosti absorbance kristal vijolično pri 590 nm. Primarno gojišče je bil tioglikolatni 
bujon (TIO), medij v mikrotitrski ploščici (MTP) je bil TIO (sek. gojišče), inokulum 100 µl, inkubacija je 
potekala v aerobnem okolju. NK pomeni neg. kontrola, SEP S. epidermidis ATCC 12228, CA ATCC 11828 
je C. acnes ATCC 11828, CA 1-3 so izolati C. acnes. Posamezen stolpec je sestavljen iz meritev 4 vdolbinic 
MTP (Brand Pure GradeTM). 
30 
Černe M. Fenotipska karakterizacija biofilma Cutibacterium acnes iz okuženih ortopedskih vsadkov. 





Slika 10A: Povp. vrednosti absorbance kristal vijolično pri 590 nm. Primarno gojišče je bil tioglikolatni 
bujon (TIO), medij v mikrotitrski ploščici (MTP) je bil FR+1 % glc (sek. gojišče), inokulum 100 µl, 
inkubacija je potekala v anaerobnem okolju. NK pomeni neg. kontrola, SEP S. epidermidis ATCC 12228, 
CA ATCC 11828 je C. acnes ATCC 11828, CA 1-3 so izolati C. acnes. Posamezen stolpec je sestavljen iz 
meritev 4 vdolbinic MTP (Brand Pure GradeTM). 
 
Slika 10B: Povp. vrednosti absorbance kristal vijolično pri 590 nm. Primarno gojišče je bil tioglikolatni 
bujon (TIO), medij v mikrotitrski ploščici (MTP) je bil FR+1 % glc (sek. gojišče), inokulum 100 µl, 
inkubacija je potekala v aerobnem okolju. NK pomeni neg. kontrola, SEP S. epidermidis ATCC 12228, CA 
ATCC 11828 je C. acnes ATCC 11828, CA 1-3 so izolati C. acnes. Posamezen stolpec je sestavljen iz 
meritev 4 vdolbinic MTP (Brand Pure GradeTM). 
31 
Černe M. Fenotipska karakterizacija biofilma Cutibacterium acnes iz okuženih ortopedskih vsadkov. 





Slika 11: Povp. vrednosti absorbance kristal vijolično pri 590 nm. Primarno gojišče je bil tioglikolatni 
bujon (TIO), medij v mikrotitrski ploščici (MTP) je bil FR+1 % glc (sek. gojišče), inokulum 200 µl, 
inkubacija je potekala v aerobnem okolju. NK pomeni neg. kontrola, SEP S. epidermidis ATCC 12228, CA 
ATCC 11828 je C. acnes ATCC 11828, CA 1-3 so izolati C. acnes. Posamezen stolpec je sestavljen iz 
meritev 4 vdolbinic MTP (Brand Pure GradeTM). 
 
Slika 12: Povp. vrednosti absorbance kristal vijolično pri 550 nm. Primarno gojišče je bil tioglikolatni 
bujon (TIO), medij v mikrotitrski ploščici (MTP) je bil FR+1 % glc (sek. gojišče), inokulum 100 µl, 
inkubacija je potekala v aerobnem okolju. NK pomeni neg. kontrola, SEP S. epidermidis ATCC 12228, CA 
ATCC 11828 je C. acnes ATCC 11828, CA 1-3 so izolati C. acnes. Posamezen stolpec je sestavljen iz 
meritev 4 vdolbinic MTP (Brand Pure GradeTM). 
 Primerjava bakterijskih suspenzij različnih gostot 4.1.4
V zadnji seriji optimizacije metode, nas je zanimala optimalna celična gostota inokuluma, 
pri čemer smo testirali 0,5, 1 in 2 McFarland standardne gostote. Med njimi nismo uspeli 
pokazati razlik, prav tako ne med 24h in 48h inkubacijo. 5. izolat C. acnes  imel pribl. 
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dvakrat višjo absorbanco CV kakor ostali 4 izolati, kar je nakazalo da obstajajo razlike 
med izolati v adheziji (Sliki 13A in 13B). 
 
 
Slika 13A: Povp. vrednosti absorbance kristal vijolično pri 590 nm po 24h inkubacije. Primarno gojišče je 
bil tioglikolatni bujon (TIO), medij v mikrotitrski ploščici (MTP) je bil FR+1 % glc (sek. gojišče), 
inokulum 100 µl, inkubacija je potekala v aerobnem okolju. NK pomeni neg. kontrola, SEP S. epidermidis 
ATCC 12228, CA ATCC 11828 je C. acnes ATCC 11828, CA 1-5 so izolati C. acnes. Posamezen stolpec je 
sestavljen iz meritev 4 vdolbinic MTP (Brand Pure GradeTM). 
 
Slika 13B: Povp. vrednosti absorbance kristal vijolično pri 590 nm po 48h inkubacije. Primarno gojišče je 
bil tioglikolatni bujon (TIO), medij v mikrotitrski ploščici (MTP) je bil FR+1 % glc (sek. gojišče), 
inokulum 100 µl, inkubacija je potekala v aerobnem okolju. NK pomeni neg. kontrola, SEP S. epidermidis 
ATCC 12228, CA ATCC 11828 je C. acnes ATCC 11828, CA 1-5 so izolati C. acnes. Posamezen stolpec je 
sestavljen iz meritev 4 vdolbinic MTP (Brand Pure GradeTM). 
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 Zaključeki faze optimizacije 4.1.5
Po optimizaciji metode smo sklenili, da barvanje z resazurinom ni primerno za nadaljno 
karakterizacijo biofilma C. acnes zaradi nehomogenosti in relativno nizkih rezultatov 
intenzitete fluorescence resorufina. Po drugi strani smo z barvanjem s CV prikazali veliko 
bolj homogene rezultate z jasnejšimi razlikami med izolati in ga zaradi večje ponovljivosti 
rezultatov uporabili v nadaljnih testiranjih vseh 54 izolatov C. acnes. Ker smo testirali 
majhno število ponovitev vzorcev na eni MTP (N=4), rezultatov nismo statistično obdelali. 
Z boljšim načrtovanjem izvedbe optimizacije, kot je testiranje manjšega števila pogojev in 
na račun tega več ponovitev vzorcev na eni MTP ter barvanje s CV v vsaki seriji 
optimizacije, bi dobili zanesljivejše rezultate. Izmed testiranih pogojev smo se odločili da 
za testiranje 54 izolatov C. acnes uporabimo naslednje pogoje: (i) pred inokulacijo MTP 
gojenje izolatov v tekočem TIO mediju (primarni medij), (ii) uporaba polistirenske MTP 
brez dodatno vezanih kemijskih skupin, (iii) uporaba revnega FR+1 % glc medija za 
pripravo gojišča MTP, (iv) 1 McFarland gostota suspenzije bakterij v MTP, (v) 100 µl 
inokulum, (vi) 48h inkubacija MTP pri (vii) aerobnih pogojih in (viii) merjenje absorbance 
pri 590 nm. Robni efekt pri naši metodi ni vplival na homogenost rezultatov.  
4.2 ISKANJE KORELACIJ MED ADHEZIJO C. acnes IN KLINIČNIMI PODATKI 
V zadnjem delu naloge smo kvantificirali količino biofilma, ki so ga tvorili klinični izolati 
C. acnes. Vrednosti povp. absorbanc smo nato korelirali s kliničnimi podatki o bolnikih 
(spol, starost), vsadkih (tip) in verjetnosti okužbe (po mikrobioloških kriterijih). Tako smo 
pridobili več podatkov, da smo preverili ali je povečana tvorba biofilma povezana z večjo 
verjetnostjo okužbe. 
 
Pri testiranju kliničnih izolatov C. acnes smo potrdili stat. značilne razlike med poz. in neg. 
kontrolo (p<0,05). Povp. negativnih kontrol je bilo 0,060 (SD: 0,008). Od poz. kontrol je 
imel S. epidermidis ATCC 12228 najnižje povp. absorbanc, in sicer 0,124 (SD: 0,043), a 
vseeno pribl. dvakrat višje kakor NK. Opazno višjo povp. absorbanc sta imeli drugi dve 
pozitivni kontroli, P. aeruginosa ATCC 27853, 0,194 (SD: 0,061) in C. acnes ATCC 
11828, 0,257 (SD: 0,086), ki je imela najviše povp. absorbanc izmed vseh kontrolnih 
izolatov. Povp. absorbanca 54 kliničnih izolatov C. acnes je bila 0,164 (0,066-0,510, SD: 
0,102) (Slika 19). Za namene statistične analize, smo odšteli vrednost NK (0,060) in je ta 
znašala 0,104 (0,006-0,450, SD: 0,113) (Preglednica 3). Povp. smo izračunali iz rezultatov 
12 meritev absorbance po modelu 3x4 iz iste suspenzije bakterij. Zaradi velikih razlik med 
izolati, smo povp. vrednosti absorbanc razdelili v 5 razredov (Preglednica 4). Skupni 
rezultati povp. absorbanc obeh študij kažejo največji delež (76 %) izolatov v razredu A 
(A590: <0,100), v ostale razrede je razporejenih od 2 % do 10 % izolatov.  
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Slika 14: Povprečne vrednosti absorbanc A590 izolatov C. acnes in pozitivnih kontrol. Prikazane so povp. 
absorbance neg. kontrole (NK), poz. kontrol (S. epidermidis ATCC 12228, P. aeruginosa ATCC 27853 in C. 
acnes ATCC 11828) ter izolatov C. acnes. Prikazana je tudi SD povprečij absorbanc. 
S koreliranjem kliničnih podatkov in meritev absorbanc ekstraktov biofilma, smo slednjim 
želeli dati večjo težo, predvsem pa preveriti, ali tvorba biofilma kaže na virulentni 
potencial bakterije in s tem potrjuje okužbo s C. acnes (Preglednica 5). Slednje otežuje 
kontaminacija vzorca, ki se lahko zgodi predvsem pri zajemu le-tega. Mikrobiološki 
kriteriji so osnovani na predpostavki, da veliko število zraslih bakterijskih kultur iz vzorca 
tkiva pomeni večjo verjetnost okužbe in s tem pomagajo pri diagnozi okužbe vsadkov 
(P_MIKRO; visoka verjetnost (H): ≥100 CFU in ≥2 pozitivna vzorca tkiv, nizka verjetnost 
(L): 1 pozitiven vzorec tkiva, porasel v TIO gojišču).  Izolati z visoko verjetnostjo okužbe 
po mikrobioloških kriterijih so imeli statistično skoraj višjo povp. absorbanco CV (0,134) 
kot izolati z nizko verjetnostjo okužbe (0,074; p=0,052). Ker je vrednost p blizu statistične 
pomembnosti p<0,05, lahko govorimo o trendu. Mikrobiološki kriteriji za klinično 
pomembnost izolata so bili sestavljeni iz dveh parametrov: (i) iz količine bakterije v eni 
kužnini (sonikat vsadka) (P_QUANT, p=0,158) in (ii) števila pozitivnih sočasnih kužnin iz 
istega pacienta, iz katerih je bila C. acnes izolirana  (P_SPEC, p=0,038). Naši rezultati 
kažejo tudi, da C. acnes bolje tvori zgodnji biofilm pri moških pacientih (0,128) kakor pri 
ženskih (0,076; p=0,008). Negativno korealcijo smo pokazali med starostjo in povp. 
absorbanc izolatov (p=0,048). Statistične pomembnosti nismo pokazali za tip vsadka in 




Černe M. Fenotipska karakterizacija biofilma Cutibacterium acnes iz okuženih ortopedskih vsadkov. 




Preglednica 3: Prikaz povprečnih vrednosti absorbance A590 po ekstrakciji kristal vijoličnega s standardnim 



























         0,060 0,008  
1 M 54 OSM  10
3 
H 1 H 2 0 0,061 0,066 A 
2 Ž 82 Vsadek  10
3
 H 1 H 2 1 0,060 0,041 A 
3 Ž 43 Vsadek 10
4 
H 1 H 2 2 0,059 0,037 A 
4 M 68 OSM 10
4
 H 1 H 2 0 0,088 0,064 A 
5 M 68 OSM 10
5 
H 1 H 3 0 0,320 0,131 D 
6 M 60 Vsadek 10
3
 H 2 H 2 1 0,051 0,037 A 
7 M 37 OSM 10
4
 H 2 H 3 1 0,081 0,047 A 
8 M 60 OSM 10
3
 H 3 H 1 1 0,089 0,039 A 
9 M 66 Vsadek 10
3
 H 3 H 1 1 0,052 0,031 A 
10 M 61 Vsadek 10
4
 H 4 H 1 1 0,153 0,062 B 
11 Ž 39 OSM 10
5
 H 4 H 2 3 0,413 0,202 E 
12 M 54 OSM 10
5
 H 4 H 3 2 0,062 0,038 A 
13 Ž 76 Vsadek 10
5
 H 4 H 1 1 0,006 0,007 A 
14 Ž 91 OSM 10
5
 H 4 H 1 5 0,070 0,040 A 
15 M 69 Vsadek 10
5
 H 4 H 2 1 0,084 0,050 A 
16 M 60 Vsadek 10
4
 H 4 H 1 1 0,064 0,039 A 
17 M 37 OSM 10
2 
M 2 H 2 2 0,067 0,031 A 
18 Ž 50 OSM 10
2
 M 2 H 2 2 0,078 0,048 A 
19 Ž 68 Vsadek 10
2
 M 2 H 2 1 0,053 0,036 A 
20 M 14 OSM 10
2
 M 2 H 3 3 0,076 0,049 A 
21 M 55 Vsadek 10
2
 M 2 H 1 1 0,450 0,103 E 
22 M 28 OSM 10
2
 M 3 H 1 3 0,379 0,086 D 
23 M 54 Vsadek 10
2
 M 3 H 1 1 0,034 0,015 A 
24 M 63 Vsadek  10
2
 M 4 H 1 1 0,350 0,071 D 
25 M 51 OSM 10
2
 M 4 H 2 3 0,235 0,044 C 
26 Ž 75 Vsadek 10
2
 M 4 H 2 2 0,086 0,034 A 
27 M 37 OSM 10
2
 M 4 H 2 4 0,112 0,042 B 
28 Ž 74 Vsadek ptg (H) L 1 L 2 5 0,078 0,027 A 
29 M 66 Vsadek ptg (T) L 1 L 3 0 0,097 0,023 A 
30 Ž 44 OSM ptg (T) L 1 L 2 0 0,085 0,030 A 
31 M 73 OSM ptg (T) L 1 L 1 0 0,080 0,025 A 
32 Ž 71 Vsadek ptg (T) L 1 L 1 0 0,039 0,015 A 
33 M 63 Vsadek  ptg (T) L 1 L 1 0 0,150 0,039 B 
34 M 81 OSM ptg (T) L 1 L 1 0 0,069 0,022 A 
35 Ž 72 OSM ptg (T) L 1 L 3 2 0,073 0,019 A 
36 M 57 OSM ptg (T) L 1 L 2 0 0,107 0,036 B 
37 Ž 67 Vsadek ptg (T) L 1 L 1 0 0,192 0,057 B 
38 M 56 OSM ptg (T) L 1 L 2 0 0,097 0,040 A 
          Se nadaljuje 
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39 M 67 Vsadek ptg (T) L 1 L 1 1 0,035 0,013 A 
40 Ž 69 OSM ptg (T) L 1 L 1 0 0,060 0,018 A 
41 Ž 76 Vsadek ptg (T) L 1 L 1 0 0,050 0,020 A 
42 Ž 66 OSM ptg (T) L 1 L 1 0 0,026 0,017 A 
43 Ž 62 OSM ptg (T) L 1 L 1 0 0,020 0,010 A 
44 Ž 69 OSM ptg (T) L 1 L 1 0 0,033 0,014 A 
45 Ž 70 Vsadek ptg (T) L 1 L 1 0 0,041 0,013 A 
46 Ž 75 Vsadek ptg (T) L 1 L 1 1 0,021 0,007 A 
47 Ž 56 OSM ptg (T) L 1 L 1 0 0,046 0,016 A 
48 M 79 Vsadek ptg (T) L 1 L 3 2 0,205 0,066 C 
49 M 63 Vsadek ptg (T) L 1 L 1 0 0,040 0,016 A 
50 Ž 75 OSM ptg (T) L 1 L 1 0 0,159 0,071 B 
51 Ž 70 OSM  ptg (T) L 1 L 1 0 0,091 0,063 A 
52 M 50 OSM  ptg (T) L 1 L 1 0 0,028 0,009 A 
53 Ž 74 OSM  ptg (T) L 1 L 2 1 0,050 0,029 A 
54 Ž 80 OSM ptg (T) L 1 L 2 0 0,025 0,012 A 
VSI 
(N=54) 
         0,104 0,113  
Povp. vrednosti absorbance vzorcev smo v preglednici prikazali z že odšteto neg. kontrolo (0,060). Klinične 
podatke sestavljajo spol (M-moški, Ž-ženska) in starost pacientov, tip vsadka (OSM-osteosintetski material), 
QUANT-kvantiteta izoliranih bakterij (CFU/mL sonikata; ptg-poraslo tekoče gojišče), P_QUANT-verjetnost 
okužbe glede na količino bakterij (H-visoka verjetnost: ≥1000 CFU, M-srednja verjetnost: ≥100 CFU in ≥2 
pozitivna vzorca tkiv, L-nizka verjetnost: 1 pozitiven vzorec tkiva, porasel v TIO gojišču-ptg), P_SPEC-
kriterij števila sočasno pozitivnih tkivnih vzorcev z isto bakterijo, P_MIKRO-sinteza P_QUANT in 
P_SPEC (H: ≥100 CFU in ≥2 pozitivna vzorca tkiv, L: 1 pozitiven vzorec tkiva, porasel v TIO gojišču), 
POLI_M_S-št. izoliranih bakterijskih vrst, poraslih na trdnem gojišču in POLI_M_T- št. izoliranih 
bakterijskih vrst, poraslih v tekočem gojišču. 
Preglednica 4: Razdelitev povprečnih vrednosti absorbanc kristal vijolično A590 izolatov C. acnes na 
razrede. 
Razred A590 N (54)  %  
A <0,100 41 76 
B 0,100-0,200 6 10 
C 0,200-0,300 2 4 
D 0,300-0,400 3 6 
E >0,400 2 4 
Povp. vrednostim absorbanc CV izolatov C. acnes smo v preglednici odšteli povp. vrednost neg. kontrole 
0,060. 
  
Nadaljevanje  Preglednice 3 
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Preglednica 5: Statistična obdelava-iskanje korelacij med povp. vrednostmi absorbanc kristal vijoličnega 
A590 izolatov C. acnes in kliničnimi podatki. 
Povp. vrednostim absorbanc CV izolatov C. acnes smo v preglednici odšteli povp. vrednost neg. kontrole 
0,060. Ker pri kliničnih podatkih starost, P_SPEC, Poli_M_S in Poli_M_T ni bilo definiranih skupin, smo 
namesto A590 prikazali Pearsonov koeficient korelacije. Klinične podatke sestavljajo spol (M-moški, Ž-
ženska) in starost pacientov, tip vsadka (OSM-osteosintetski material), QUANT-kvantiteta izoliranih bakterij 
(CFU/mL sonikata; ptg-poraslo tekoče gojišče), P_QUANT-verjetnost okužbe glede na količino bakterij (H-
visoka verjetnost: ≥1000 CFU, M-srednja verjetnost: ≥100 CFU in ≥2 pozitivna vzorca tkiv, L-nizka 
verjetnost: 1 pozitiven vzorec tkiva, porasel v TIO gojišču-ptg), P_SPEC-kriterij števila sočasno pozitivnih 
tkivnih vzorcev z isto bakterijo, P_MIKRO-sinteza P_QUANT in P_SPEC (H: ≥100 CFU in ≥2 pozitivna 
vzorca tkiv, L: 1 pozitiven vzorec tkiva, porasel v TIO gojišču), POLI_M_S-št. izoliranih bakterijskih vrst, 
poraslih na trdnem gojišču in POLI_M_T- št. izoliranih bakterijskih vrst, poraslih v tekočem gojišču. 
  


















































p 0,048 0,009 0,413 
 
0,158 0,038 0,052 0,604 0,104 
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V magistrski nalogi smo želeli ugotoviti ali se različni klinični izolati C. acnes, ki smo jih 
glede na mikrobiološke kriterije razdelili v dve skupini z različno verjetnostjo povzročanja 
OOV, različno adhezirajo na MTP (začetna faza v tvorbi biofilma). V prvem delu naloge 
smo optimizirali metodo tvorbe biofilma v MTP, v drugem delu pa smo testirali izolate. 
Ugotovili smo, da je sposobnost adhezije med kliničnimi izolati različna in v povprečju 
korelira z verjetnostjo klinične pomembnosti izolata.  
5.1 OPTIMIZACIJA METODE 
V sklopu naloge smo najprej optimizirali in vitro metodo MTP za karakterizacijo biofilma 
C. acnes (Holmberg in sod., 2009; O'Toole, 2011; Kuehnast in sod., 2018; Okuda in sod., 
2018). Naš kriterij za uspešno optimizacijo je bilo torej čimboljše razmerje med visokimi 
rezultati fluorescence resorufina oz. absorbance (A590) CV izolatov C. acnes in 
praktičnostjo izvedbe eksperimenta za veliko število vzorcev. Glede na slednja merila smo 
zaključili, da so za karakterizacijo zgodnjega biofilma najboljši naslednji pogoji: (i) 
uporaba barvila kristal vijolično (CV), (ii) uporaba polistirenske MTP brez vezanih 
kemijskih skupin (npr. Pure Grade
TM 
ali drug model), (iii) kultivacija bakterij pred 
inokulacijo MTP v tekočem TIO (prim. gojišče), (iv) revni FR+1 % glc medij v MTP (sek. 
gojišče), (v) 48h inkubacija MTP na 37°C, v (vi) aerobnih pogojih. Z modelom MTP smo 
lahko naenkrat testirali veliko število vzorcev oz. ponovitev, kar potrjuje uspešno metodo 
za študije biofilma C. acnes in morebiti drugih bakterij. Zaradi majhnega števila ponovitev 
vzorcev na eni MTP (N=4) in nehomogenih rezultatov (pri barvanju z resazurinom) teh 
sicer nismo podprli s statističnimi testi signifikance, saj bi bili rezultati lahko zavajujoči.  
 
Serijo preliminarnih testov smo večinoma opravili z barvilom resazurin, ki se v uporablja 
za preverjanje viabilnosti bakterij. Bakterijske celice ga v času inkubacije razgradijo do 
resorufina, kar lahko kvantificiramo z merjenjem intenzitete fluorescence. Njegova 
nedestruktivnost nam je omogočila, da smo MTP med eksperimentom najprej obarvali z 
resazurinom in nato še s CV ter na ta način bolje karakterizirali adhezirane celice. Slednje 
barvilo se je, kljub relativno nizkim rezultatom, izkazalo za ponovljivo in robustno in zato 
smo ga uporabili v nadaljnih testih. Uporabo resazurina pa smo pred testiranjem kliničnih 
izolatov C. acnes opustili, saj smo dobili precej nižje in variabilnejše rezultate kakor v 
literaturi (Peeteres in sod., 2008; Spittaels in Coenye, 2018). Razlogi za to so lahko v 
neuporabi komercialne raztopine resazurina, starosti kulture C. acnes, nizke metabolne 
aktivnosti te bakterije in njene počasne rasti (Achermann in sod., 2014). Da barvanje z 
resazurinom verjetno ni najbolj primerno za C. acnes dokazuje tudi majhno število objav 
na to temo. Vseeno smo si z rezultati fluorescence resorufina pomagali pri odločitvi 
končnih pogojev metode.  
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V naši študiji smo pokazali, da ima tip gojišča pomemben vpliv na adhezijo celic. Kot 
prim. (gojišče pred inokulacijo MTP) in sek. gojišče (gojišče v MTP) v študijah navadno 
uporabljajo tekoči medij kot je npr. triptični soja bujon (TSB) ali »brain heart infusion« 
(BHI) (Holmberg in sod., 2009; Kuehnast in sod., 2018).  Da tip medija lahko direktno 
vpliva na adhezijo bakterij in tvorbo biofilma so pokazali v študiji Kiers in sod. (2001).  
Navajajo, da večino bakterij S. epidermidis obdaja tanka in mehka polielektrolitska plast, 
skozi katero lažje prehajajo ioni in ima pomembno vlogo pri adheziji. Ko so celice gojili na 
trdnem mediju, je bil tok ionov tudi do dvakrat višji kakor pri celicah, gojenih v tekočem 
mediju. Na agarnih ploščah tudi lažje opazimo kontaminante kakor v tekočem gojišču. V 
naši študiji smo preučevali razlike med prim. gojiščema trdnem SCH in tekočem TIO, oba 
se uporabljata v strokovni dejavnosti inštituta. Jasnih razlik med njima nismo pokazali. Za 
nadaljna testiranja smo se odločili za TIO, saj se tudi v študijah navadno uporablja tekoči 
medij kot prim. gojišče. Priprava standardnih bakterijskih suspenzij je tako tudi precej 
hitrejša kot iz trdnega medija. V primerjavi sek. gojišč bogatega TIO in revnega FR+1 % 
glc se je pri testiranju viabilnosti celic pričakovano bolje odrezal prvi, saj smo v 3 serijah 
optimizacije dobili višje rezultate fluorescence resorufina. Obratne rezultate je dalo 
barvanje s CV, kjer smo z uporabo revnega FR+1 % glc pri vseh izolatih C. acnes izmerili 
višje rezultate A590 CV. Da različne vrste bakterije različno dobro tvorijo biofilm v 
odvisnosti od hranljivosti gojišča, je pokazala študija Stepanović in sod. (2003). L. 
monocytogenes je bolje tvorila biofilm v bogatem gojišču, medtem ko je Salmonella spp. 
bolje v revnem gojišču. Kadam in sod. (2013) trdijo nasprotno, da L. monocytogenes več 
biofilma tvori v revnem gojišču. Da bi pokazali večjo uspešnost revnega medija pred 
bogatim, bi morali inkubirati celice še v drugih medijih kot je npr. BHI in v več 
ponovitvah. Prav tako smo dobili znatno manjše povp. absorbance CV kot v študiji 
Holmberg in sod. (2009), kjer so kot sek. gojišče uporabili BHI+0,5 % glc. Razlog za to je 
morda v komponentah TIO gojišča, ki preprečujejo adhezijo celic, na drugi strani pa FR+1 
% glc nima vira dušika in se celice niso mogle namnožiti, kar je prav tako prispevalo k 
nižjim vrednostim absorbance CV. 
 
Kot pomemben dejavnik pri tvorbi biofilma se šteje tudi čas. V modelu MTP za C. acnes 
ploščico največkrat inkubirajo 72h (Holmberg in sod., 2009; Kuehnast in sod., 2018). 
Daljša inkubacija ne prinaša višjih rezultatov absorbanc CV, medtem ko za krajše 
inkubacijske dobe ni dovolj informacij. Zato smo testirali 24h, 48h in 72h inkubacijo. V 
povp. je imela 48h in 72h inkubacija višjo fluorecenceo resorufina oz. absorbanco CV kot 
24h, kar zaradi počasne rasti C. acnes ni presenetljivo. Zaključujemo, da je za študije 
tvorbe biofilma C. acnes dovolj že 48h inkubacija. 
 
V več študijah so pokazali, da količina inokuluma bakterij pomembno vpliva na količino 
biofilma, vseeno pa ni standardizirana (Stepanović in sod., 2003; Holmberg in sod., 2009). 
V našem eksperimentu smo vpliv različne količine inokuluma testirali na dva načina. V 
prvem smo pripravili suspenzijo celic z 0,5 (1,5x10
8
 CFU/ml) gostoto po McFarland 
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standardu in v MTP odpipetirali po 100 oz. 200 µl suspenzije (O'Toole, 2011; Holmberg in 
sod., 2009. Razlik v fluorescenci resorufina nismo zaznali, medtem ko smo pri absorbanci 
CV presenetljivo opazili višje rezultate pri 100 µl inokulumu pri vseh vzorcih in kontrolah. 
Vzrok za to je lahko spiranje celic z MTP ali pa odstopanja pri pogojih inkubacije. V 
zadnji fazi optimizacije smo testirali tudi različne gostote suspenzij po McFarland 
standardu in sicer 0,5 (1,5x10
8
 CFU/ml), 1 (3,0x10
8
 CFU/ml) in 2 (6,0x10
8
 CFU/ml), 
razlik v absorbanci CV med njimi pa nismo pokazali. Za nadaljevanje testiranje smo se 
odločili za uporabo suspenzije celic z 1 McF gostoto in 100 µl volumnom inokuluma. 
 
C. acnes raste hitreje v anaerobnem okolju in tako so bakterijo v MTP tudi inkubirali v 
študiji Holmberg in sod. (2009). V študiji Tyner in Patel (2016) so opazovali tvorbo 
biofilma C. acnes v aerobnem in anaerobnem in zaključili, da ob prisotnosti kisika 
bakterija ne raste dobro oz. ne tvori biofilma. Saper in sod. (2016) pa predlagajo, da je 
potrebno v diagnostiki po ramenski operaciji, kjer se sumi okužbo s C. acnes, vzorec 
inkubirati tudi v aerobnih pogojih. Naši rezultati kažejo, da kisik ne vpliva na adhezijo C. 
acnes v TIO in FR+1 % glc. Zato smo se odločili, da celice naprej inkubiramo v aerobnih 
pogojih zaradi lažje izvedbe.  
 
Preverjali smo tudi vpliv različnega tipa MTP na adhezijo C. acnes. V prvi fazi 
optimizacije smo uporabili Cell Grade
TM
 (obdelane) MTP, v kasnejših testih pa Pure 
Grade
TM
 (neobdelane) proizvajalca Brand. Razlika med njima je, da ima prvi model 
površino vdolbinic prevlečeno s karboksilnimi in hidroksilnimi skupinami, kar ustvarja 
hidrofilno površino vdolbinice MTP. Model je namenjen tkivnim kulturam, za lažjo 
pritrditev celic. Gannesen in sod. (2018) so pokazali, da ima v zvezi s pritrjevalnimi 
lastnostmi C. acnes hidrofoben karakter, kar predlaga uporabo neobdelanih MTP, ki so 
tudi cenejše. Merjenje fluorescence pri 1. izolatu C. acnes je pokazalo, da so po 48h celice 
viabilnejše v Pure Grade
TM
 MTP, po 72h pa v Cell Grade
TM
. Zaradi teh neskladij 
rezultatov ne moremo zaključiti, katera MTP je boljša za karakterizacijo adhezije C. acnes. 
Primerjavo smo nadaljevali še na dveh neobdelanih MTP različnih proizvajalcev, kjer je 
imela MTP neznanega proizvajalca višje vrednosti resorufina za S. epidermidis IJS1 in S. 
epidermidis ATCC 12228 po 48 kakor MTP od proizvajalca Brand. A pri slednji je dal 1. 
izolat C. acnes rahlo višje rezultate po 48 in 72h. Več testov bi še morali opraviti za bolj 
jasno odločitev o izbiri tipa MTP. 
 
Količino vezanega CV smo določili spektrofotometrično pri absorbancah 550 nm in 590 
nm, saj v študijah niso poenoteni glede valovne dolžine (Holmberg in sod., 2009; Kuehnast 
in sod., 2018). Za C. acnes in S. epidermidis ATCC 12228 smo dobili pri merjenju 
absorbance z 590 nm v povp. višje rezultate. 
 
Problem pri testih z MTP je tudi robni efekt, ki predstavlja nehomogene rezultate iz robnih 
luknjic ploščice zaradi dveh razlogov. Robne luknjice so bolj ventilirane s kisikom, ki 
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lahko poveča ali zmanjša rast bakterij in tudi bolj izpostavljene izhlapevanju vode. Eden 
možnih načinov, da se vpliv robnega efekta zmanjša, je napolnitev robnih vdolbinic s 
sterilno vodo (Shukla in Rao, 2017). Pomembnost vpliva robnega efekta na naše rezultate 
nismo potrdili, za kar so razlogi lahko relativno kratki inkubacijski časi (do 72h) in 
počasnejša rast C. acnes v primerjavi s S. aureus in s tem manjša poraba kisika.  
 
Pri optimizaciji metode smo testirali veliko število pogojev, vendar na račun majhne 
število ponovitev vzorcev v posamezni MTP. Zaradi tega nismo na koncu naredili 
statistične analize signifikance in smo rezultate uporabili le za lastno presojo o smiselnosti 
uporabe določenih pogojev eksperimenta. Dobili smo tudi precej nižje rezultate pri obeh 
uporabljenih barvilih kakor v literaturi. Največji razlog za to pripisujemo uporabi drugih 
gojišč v MTP (sek. gojišč: TIO in FR+1 % glc) kakor v literaturi. Medtem ko za revno 
FR+1 % glc nismo pričakovali visokih rezultatov zaradi odsotnosti vira dušika pa so nas 
presenetili nizki rezultati absorbance CV pri uporabi bogatega TIO gojišča. Kot smo že 
omenili, so lahko razlog za to določene komponente v mediju, ki ovirajo adhezijo ali pa v 
in-house pripravljenih barvilih in napakah pri spiranju ostankov gojišča oz. barvila. 
Slednjo napako lahko delno zanemarimo, saj smo dobili za iste izolate C. acnes ponovljive 
rezultate, kar pa ne moremo trditi za kontroli S. epidermidis ATCC 12228 in C. acnes 
ATCC 11828. Gojišče po inkubaciji MTP smo spirali s sterilno FR in dH2O z rahlim 
obračanjem. Holmberg in sod. (2009) pa so s pipetiranjem spirali s fosfatnim pufrom 
(PBS), nato pa v vdolbinice za 10 min odpipetirali metanol za fiksacijo biofilma. Menimo, 
da so nižji rezultati absorbance CV nastali tudi kot posledica teh razlik. Rezultati pri 
merjenju fluorescence resorufina so bili tudi variabilni in smo zato njegovo uporabo med 
optimizacijo metode opustili. Tako tudi nismo uspeli pokazati povezave med viabilnostjo 
bakterij in količino adheziranih bakterij, kar bi nam dalo širši vpogled v potek tvorbe 
biofilma. Poleg mnogo dobrih lastnosti uporabe barvila CV, ima ta tudi nekaj slabih. 
Glavna je ta, da je nespecifično, saj obarva vse negativno nabite molekule in zato moramo 
rezultate tolmačiti previdno (Pantanella in sod., 2013). Za dobro karakterizacijo biofilma bi 
tako morali uporabiti tudi druga barvila oz. metode.  
 
In vitro metoda MTP za določanje količine biofilma s CV se je izkazala kot hitra, 
zanesljiva in primerna za testiranje velikega števila izolatov naenkrat. Kljub nizkim 
rezultatom je metoda primerna za karakterizacijo zgodnjega biofilma C. acnes in 
potencialno tudi drugih klinično pomembnih bakterij. Za zanesljivejše zaključke bi morali 
test večkrat ponoviti z istimi vzorci, uporabiti drugačna gojišča, barvila in postopke 
spiranja. Za večji vpogled v tvorbo biofilma bi bilo smotrno uporabiti naprednejše in vitro 
metode kot so npr. mikrofluidne naprave kakor tudi metode mikroskopije in pristope 
sistemske biologije. Vseeno je potrebno imeti v mislih, da in vitro metode ne predstavljajo 
dejanskega okolja v katerem C. acnes povzroča okužbo. Rezultate laboratorijskih metod je 
za realnejšo sliko poteka tvorbe biofilma potrebno razlagati skupaj z rezultati in vivo 
raziskav. 
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5.2 FENOTIPSKA KARAKTERIZACIJA BIOFILMA IZOLATOV C. acnes 
V naši študiji smo z optimizirano metodo MTP testirali 54 kliničnih izolatov C. acnes iz 
Slovenije. Sistem testiranja 3x4 je zagotovil veliko število meritev na 3 različnih MTP iz 
iste suspenzije bakterij. S tem smo preprečili zavajanje variabilnosti med rezultati 
vdolbinic posamezne MTP, ki večkrat povzroča težave pri MTP testih. Pokazali smo 
statistično značilne razlike v adheziji oz. tvorbi zgodnjega biofilma med posameznimi 
kliničnimi izolati C. acnes. Da smo to pravilno ocenili, smo absorbanci CV odšteli 
vrednost NK, ki je bila v našem primeru gojišče FR+1 % glc. Sklepamo, da so nizke 
vrednosti absorbance CV predvsem posledica odsotnosti dušika in s tem bakterijske rasti. 
Statistična obdelava absorbance C. acnes izolatov s kliničnimi podatki je pokazala 
skorajšno pomembno povezavo med količino adheziranih bakterij in verjetnostjo okužbe 
po mikrobioloških kriterijih. Skupina z visokim tveganjem okužbe je imela v povp. višjo 
absorbanco CV kakor skupina z nizkim tveganjem, kar nakazuje na virulentni potencial 
tvorbe biofilma. Rezultati tudi kažejo, da se C. acnes, izolirana iz moških pacientov, bolje 
adhezira na MTP kakor pri ženskih pacientih. Prav tako je po naših rezultatih adhezija 
boljša pri mlajših pacientih. 
 
Zaradi močne povezave z mestom okužbe, Holmberg in sod. (2009) predlagajo, da je 
testiranje tvorbe biofilma dobro orodje za razlikovanje med bakterijsko okužbo in 
kontaminacijo. V naši študiji smo našli trend med količino tvorjenega zgodnjega biofilma 
in klinično pomembnimi izolati po mikrobioloških kriterijih, ki temeljio na kvantiteti 
izoliranih bakterij iz vsadka in okoliških tkiv. V skupino z visoko verjetnostjo okužbe so 
spadali izolati, kjer so po izolaciji določili vsaj 100 CFU oz. 2 pozitivna vzorca tkiv. 
Pomemben podkriterij za ocenjevanje okužbe s C. acnes je po naših rezultatih tudi število 
sočasno pozitivnih tkiv z isto bakterijo. Slednje ugotovitve predstavljajo še en korak pri 
oblikovanju diagnostičnega kriterija za določitev verjetnosti bakterijske okužbe. Tyner in 
Patel (2016) sta pokazala, da v anaerobnem okolju C. acnes tvori gostejši biofilm kadar je 
prisoten še S. aureus. Za aerobno okolje, v katerem smo delali mi, tega nista pokazala. Da 
prisotnost drugih bakterijskih vrst v izolirani kužnini vpliva na količino proizvedenega 
biofilma C. acnes in vitro v naši študiji nismo potrdili. Da bi se prepričali o vplivu drugih 
vrst bakterij, bi morali sogojiti določene vrste bakterije skupaj s C. acnes v MTP. 
Sklepamo, da sposobnost adhezije odvisna od vrste bakterij, ki so prisotne v okolici C. 
acnes, kakor tudi od njihovega števila. Poleg tvorbe biofilma, spadajo med virulentne 
dejavnike tudi produkcija lipaz, razgradnja hialuronske kisline, adhezija celic, prekomerni 
vnetni odziv in biosinteza polisaharidov (Furukawa in sod., 2009; Nazipi in sod., 2017) 
Testirali smo tudi kateri dejavniki tveganja pacienta vplivajo na tvorbo biofilm. Potrdili 
smo rezultate študij (Kanafani in sod., 2009; Singh in sod., 2012; Wang in sod., 2013), da 
C. acnes producira več biofilma pri moških gostiteljih. Večje tveganje za razvoj biofilma 
predstavlja tudi nižja starost, kar smo pokazali pri slovenskih izolatih. Singh in sod. (2012) 
so v študijo vključili 2207 pacientov in večkrat potrdili, da so mlajši pacienti bolj 
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izpostavljenju tveganju za okužbo. Predlagajo, da je lahko to posledica prejšnje 
travmatične izkušnje ali revmatoidnega aritritisa, ki se pogosteje pojavlja pri mlajših 
pacientih. Presenetljivo, C. acnes ni bolje tvorila biofilm glede na tip vsadka v telesu. 
Kuehnast in sod. (2018) trdijo, da na tvorbo biofilma bolj vpliva filotip bakterije kakor 
anatomsko mesto izolacije. 
 
Ker smo po modelu 3x4 inokulirali MTP samo iz ene suspenzije s tem nismo neodvisno 
trikrat ponovili ekperiment. Da bi to zagotovili bi morali ponavljati postopek od 
odmrznitve izolatov do merjenja absorbance CV. Povp. absorbanca izolatov je bila glede 
na študijo Holmberg in sod. (2009) precej nižja, za kar je verjetno glavni razlog uporaba 
revnega gojišča z odsostnostjo dušika, v katerem se bakterije niso mogle uspešno 
razmnoževati. Da bi preverili kakšen je vpliv gojišča bi bila smiselna uporaba tudi drugih 
gojišč kot je npr. BHI. Drug razlog za to je lahko še odlepitev pritrjenih celic v postopku 
spiranja zaradi odsotnosti fiksacije biofilma. V nekaterih študijah MTP sušijo in fiksirajo 
biofilm z metanolom po spiranju medija (Holmberg in sod., 2009; Kuehnast in sod., 2018). 
Slednjega smo tudi spirali z obračanjem MTP namesto s pipetiranjem in se je tako morda 
del adheziranih celic odlepil, posledično pa smo zaradi tega dobili nižje absorbance. 
Biološki vzroki za napake so tudi možni, saj morda izolati C. acnes niso bili tako klinično 
pomembni kakor kažejo mikrobiološki kriteriji, ki se nanašajo le na kvantiteto izoliranih 
bakterij. Poleg tega uporabljeni izolati niso bili tipizirani, kar bi dalo mnogo globji vpogled 
v njihovo potencialno virulentnost. 
 
Kljub vsem težavam pri izvedbi smo opisali uspešno metodo za karakterizacijo biofilma C. 
acnes in smo pokazali, da je njegova tvorba pomembna lastnost pri okužbah vsadkov. 
Razlike v adheziji oz. količini zgodnjega biofilma med izolati kažejo vpliv različnih 
dejavnikov, pomembnost nekaterih izmed njih smo v študiji tudi pokazali. Zelo malo je 
znanega na kakšen način C. acnes regulira tvorbo biofilma, zato bi bilo potrebno narediti 
še več raziskav na tem področju z večjim številom vzorcev in tako izboljšati diagnostične 
kriterije, zdravljenje in preventivo proti vedno pomembnejši bakteriji pri okužbah vsadkov.  
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Glede na rezultate analiz optimizacije metode MTP in fenotipske karakterizacije biofilma 
C. acnes smo prišli do naslednjih sklepov: 
 Metoda MTP se je izkazala kot hitra in zanesljiva metoda za in vitro študije tvorbe 
zgodnjega biofilma.  
 
 Model 3x4 zagotavlja ponovljivost rezultatov, pri čemer priporočamo ponovitev 
testa od odmrzovanja sevov do merjenja absorbance. 
 
 Izbira sek. gojišča in čas inkubacije sta bila dejavnika, kjer smo opazili največ 
razlik v absorbanci CV. Da bi potrdili razlike teh in drugih testiranih dejavnikov, bi 
morali opraviti več neodvisnih testiranj v večih ponovitvah. 
 
 Barvanje s kristal vijoličnim je pokazalo pomembne razlike v adheziji med 
posameznimi izolati C. acnes z in ga zaradi njegove robustnosti priporočamo v 
nadaljnjih študijah. 
 
 Optimizirana metoda je dokaj dobro delovala tudi za S. epidermidis ATCC 12228 
in P. aeruginosa ATCC 27853, kar odpira možnosti uporabe metode še za druge 
vrste klinično pomembnih bakterij. 
 
 Zgodnji biofilm bolje tvorijo izolati C. acnes, kjer je bila večja verjetnost za 
okužbo po mikrobioloških kriterijih. Sposobnost tvorbe biofilma kaže možen 





Černe M. Fenotipska karakterizacija biofilma Cutibacterium acnes iz okuženih ortopedskih vsadkov. 





Cutibacterium acnes je fakultativno anaerobna bakterija in del človeške kožne flore. Širši 
javnosti je bolj znana kot glavni povzročitelj aken, manj razširjeno pa je njena prisotnost 
pri okužbah sklepnih vsadkov. Vedno več študij navaja C. acnes kot zelo pomembnega 
povzročitelja okužb vsadkov. Problematična je predvsem sposobnost tvorbe biofilma, ki se 
ga z antibiotiki težko odstrani in je za zdravljenje pacientov največkrat potrebna menjava 
vsadka. Slednje predstavlja travmatično izkušnjo in povečuje tveganje za nastanek novih 
okužb. Zaradi počasne rasti in nizke virulentnosti predstavlja potrditev okužbe s C. acnes 
velik diagnostični problem. Pojavljajo se potrebe po novih informacijah o tvorbi biofilma 
in njegovi regulaciji, kakor tudi po hitrih in zanesljivih diagnostičnih testih.  
 
Naš cilj je bil dokazati povezavo med verjetnostjo okužbe in različno sposobnostjo v 
adheziji oz. tvorbi zgodnjega biofilma med izolati, kar bi nakazovalo na virulentni 
potencial bakterije in eliminiralo prisotnost kontaminantov v vzorcu. Da bi kvantificirali 
količino adheziranih celic, smo najprej optimizirali že obstoječo metodo mikrotitrske 
ploščice. V nadaljno študijo je bilo vključenih 54 slovenskih izolatov iz pacientov z 
diagnozo okužbe sklepnih vsadkov.  
 
Izolate smo skupaj s kontrolami odmrznili iz -80°C in jih prenesli na petrijevke s Schaedler 
agar medijem, inkubirali 48h na 37°C, anaerobno. Nekaj kolonij iz petrijevk smo 
inokulirali v tioglikolatni bujon in inkubirali 48h na 37°C, aerobno. Pozitivne kontrole so 
bile C. acnes ATCC 11828, Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 in Pseudomonas 
aeruginosa ATCC 27853. Zadnji dve smo gojili aerobno na krvnem agarju. Po inkubaciji 
smo medij dvakrat sprali s sterilno FR in pripravili 1 McF suspenzije v FR+1 % glukoze, 
ki smo jih nanesli na mikrotitrsko ploščico z 96 vdolbinicami, v vsako 100 µl suspenzije. 
Sam medij je služil za negativno kontrolo. Vsak izolat smo testirali v kvadriplikatu na 3 
ploščicah, katere smo inkubirali 48h na 37°C, aerobno in zatem sprali z dH2O. Biofilm 
smo barvali s 125 µl 0,5 % kristal vijoličnim 30 min. Ploščice smo nato obrnili in 
nevezano barvilo sprali z dH2O. 125 µl 30 % ocetne kisline smo nato dodali v vdolbinice, 
da smo barvilo ekstrahirali in pomerili absorbanco na čitalcu mikrotitrskih ploščic pri 590 
nm. 
 
C. acnes ATCC 11828 se je izkazala za bakterijo, ki se dobro adhezira na podlago v in 
vitro  pogojih, prav tako je optimizirana metoda dobro delovala tudi za S. epidermidis 
ATCC 12228 in P. aeruginosa ATCC 27853. Pri optimizaciji metode smo presenetljivo 
odkrili, da se C. acnes bolje adhezira v revnem mediju FR z 1 % glukozo, kakor v bogatem 
tioglikolatnem bujonu. Povp. absorbanca je bila 0,164, vrednosti so se gibale med 0,066 in 
0,510. Po odšteti neg. kontrole-gojišča (0,060) smo porazdelili izolate na naslednje razrede 
višine absorbance: 76 % (<0,100), 10 % (0,100 do 0,200), 4 % (0,200 do 0,300), 6 % 
(0,300-0,400) in 4 % (>0,400). Pri iskanju vpliva kliničnih dejavnikov smo pokazali 
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korelacijo med količino adheziranih celic in spolom (p=0,009), višjo pri moških izolatih ter 
starostjo (p=0,048), višjo pri nižjih starosti. Naši rezultati tudi kažejo na skorajšnjo 
statistično pomembnost mikrobiološkega kriterija v povezavi s količino tvorjenega 
zgodnjega biofilma (p=0,052). Povp. absorbanca skupine izolatov z visoko verjetnostjo 
okužbe (n=27) je bila večja (0,134) od absorbance izolatov (0,074) z nizko verjetnostjo 
okužbe (n=27). Količina biofilma je tudi pozitivno korelirala s številom sočasno pozitivnih 
tkiv z isto bakterijo (p=0,039). Skupaj rezultati nakazujejo na pomembnost 
mikrobiološkega kriterija pri diagnozi okužbe s C. acnes. Korelacije nismo dokazali 
(p<0,05) v primerjavi tvorbe biofilma s tipom vsadka, polimikrobne okužbe vsadka in 
spremljevalnih tkiv.  
 
Opisali smo uspešno in vitro metodo za detekcijo tvorbe biofilma C. acnes, ki ima 
potencial za delo tudi z drugimi klinično pomembnimi bakterijami. Rezultati naše študije 
predstavljajo pomemben korak pri dokazovanju povezave med tvorbo biofilma in 
verjetnostjo za okužbo s C. acnes po mikrobioloških kriterijih. 
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Shema nanašanja vzorcev in kontrol na mikrotitrsko ploščico, za testiranje različnih sek. 
gojišč, volumna inokuluma, časa inkubacije in robnega efekta. 
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Shema nanašanja vzorcev in kontrol na črno mikrotitrsko ploščico za merjenje intenzitete 
fluorescence resorufina. 
NK negativna kontrola, SEPIJS1 S. epidermidis iz IJS-ja, Sev 1-4 izolati C. acnes. Z (zunanji) vzorec, 
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Shema nanašanja vzorcev in kontrol na mikrotitrsko ploščico, za testiranje različnih 
proizvajalcev mikrotitrskih ploščic, sek. gojišč, volumna inokuluma, časa inkubacije in 
robnega efekta. 
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Shema nanašanja vzorcev in kontrol na mikrotitrsko ploščico, za testiranje vpliva 
prisotnosti kisika med inkubacijo, različnih sek. gojišč, volumna inokuluma in časa 
inkubacije. 
NK negativna kontrola, SEP S. epidermidis ATCC 12228, CA C. acnes ATCC 11828, Sevi 1-3 izolati C. 
acnes 
  
AER/ANR FR+1 % glc TIO 
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Shema nanašanja vzorcev in kontrol na mikrotitrsko ploščico, za testiranje različnih 
celičnih gostot inokuluma, sek. gojišč, volumna inokuluma in časa inkubacije. 
NK negativna kontrola, SEP S. epidermidis ATCC 12228, CA C. acnes ATCC 11828, Sevi 1-5 izolati C. 
acnes 
  
AER FR+1 % glc 
0,5 McF 1 McF 2 McF 
Inkubacija 
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Shema nanašanja kontrol in izolatov na mikrotitrsko ploščico pri testiranju 54 izolatov C. 
acnes 
NK negativna kontrola, SEP S. epidermidis ATCC 12228, PA P. aeruginosa ATCC 27853, CA C. acnes 
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